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Nové zpusoby feseni
cerkosporiové skvrnitosti Fepy

NEW STRATEGIES IN DEALING WITH CERCOSPORA LEAF SPOT

Libuse Majkova — Statni rostlinolékarska sprava, Oblastni odbor Opava

Cerkosporiova skvrnitost fepy je chorobou dospélé fepy,
ktera je znama uz od 19. stoleti. V soucasné dob¢ je povazova-
na za nejSkodlivéjsi chorobu cukrovky, kterd pifi silném napa-
deni dokidze témér zlikvidovat listovy aparat cukrovky. Proje-
vuje se na starSich listech tvorbou drobnych okrouhlych
Sedohnédych skvrn, které jsou piesné ohraniceny charakteris-
tickym Cervenofialovym, hnédym aZ ¢ernym lemem. Pfi velmi
silném napadeni Cepeli se vytvari velké mnozstvi skvrn, které
postupné splyvaji, zasychaji a list od okraji odumira (obr. 1.).
Choroba snizuje nejvyrazngji vinos kofenut a cukernatost, zvysuje
se i obsah melasotvornych latek a tim i vytéznost (1). Podle
raznych autor( sniZuje primarni infekce (v ¢ervnu) vynos kofe-
ne o 30 %, sekundarni infekce (v Cervenci) o 20 % a terciarni
infekce (pocitkem srpna) o 10 %. V nasich podminkach pfi epi-
demickém vyskytu se ztrity na vynosu pohybuji od 16 do 25 %
a sniZzeni cukernatosti je od 0,5 do 1 %, vyjimecné i 2 %. Pii
retrovegetaci cukrovky se maZze cukernatost snizit i o 4 % (2).
Cerkosporiovi skvrnitost fepy se stala trvalou hrozbou pro pés-
titele cukrovky v CR. Nezvlddnuti ochrany proti houbé Cercospo-
ra beticola znamena pro péstitele znacné ztrity. Pro dokonalou
ochranu je nutné zaujmout integrovany piistup s poznianim bio-
logie houby, vhodné metody progndzy vyskytu a vyvoje pato-
gena a s volbou vhodného fungicidu a spravného nacasovani
aplikace dle pribéhu pocasi a citlivosti cukrovky vici patogenu.

Cerkosporiovd skvrnitost fepy neni problémem pouze
v Ceské republice. Tato choroba je velmi intenzivné feSena
v USA, kde se cerkosporiova skvrnitost fepy od pocatku 80. let
minulého stoleti stala velmi zivaznym problémem pro americ-
ké péstitele a zacaly se hledat rizné zpsoby, jak tuto chorobu
optimidlné zvladnout. Jednalo se pfedevsim o vytvofeni pro-
gnostickych modelu, které by umoZziovaly spravné nac¢asovani
terminu aplikace fungicidu tak, aby se zabranilo Sifeni infekce
v porostu a vzniku hospodarskych ztrit zaroven pii vynalozeni
co nejnizsich nakladd na osetfeni. I kdyz fungicidy umoznuji
pomérné efektivné omezit Sifeni choroby, dochazi postupné ke
vzniku rezistence vuci pouzivanym piipravkum. To byl také
jeden z divod(, pro¢ vznikla snaha hledat jiné zpsoby, jak
omezit Sifeni cerkosporiové skvrnitosti fepy.

Soucasné cile vyzkumu v USA

Soucasné vyzkumy v oblasti feSeni cerkosporiové skvrni-
tosti fepy v USA se soustfeduji zejména na vyvoj efektivniho
systému biologické kontroly proti ptivodci cerkosporiové skvr-
nitosti fepy a na sniZeni zavislosti na pesticidech, tedy snizeni
kontaminace povrchové a podzemni vody vlivem pesticida.
Vyzkum je specidlné soustfedén na potencidlni roli cercospori-
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nu a beticolinu v obrannych mechanizmech houby a na hleda-
ni antagonist(, které by mohly odbourdvat cercosporin a tim
uspésné zabranit patogenu v jeho destruktivni funkci. Jednu
z cest, jak UspéSné fesit tento Ukol, patrné nasli pracovnici
Vyzkumné laboratofe v Sidney ve stité Montana (7).

Role cercosporinu jako infek¢niho agens

Vétsina druht rodu Cercospora, véetné druhu Cercospora
beticola, je povazovana za nekrotrofni, produkujici fytotoxiny
a hydrolytické enzymy, které narusuji rostlinné buriky jesté pred-
tim, nez dojde k rustu houby. Tento zptisob pusobeni nespeci-
fického fotoaktivniho toxinu cercosporinu je znam jiz vice nez
20 let. V soucasné dobé existuje predpoklad, Ze fytotoxin cer-
cosporin produkovany rodem Cercospora je faktorem virulence
v infek¢nim cyklu patogena (3). KdyZ jsou rostliny cukrovky
napadené houbou Cercospora beticola, Gtocici houba produku-
je toxin zvany cercosporin. Cercosporin patii do skupiny foto-
aktivnich toxinu, které jsou toxické vuci rostlinim cestou tvor-
by aktivovanych forem kysliku (obr. 2.). Podrobné studie toxinu
cercosporinu produkovaného jednotlivymi druhy rodu Cercospo-
ra potvrzuji vyznamnou roli tohoto toxinu v patogenezi hosti-
telskych rostlin. Pokud je toxin vystaven u¢inkim svétla, reagu-
je s kyslikem a vytvaii peroxidové anionty a jednoduchy kyslik
zndmy také jako volné radikdly. Tyto molekuly Gto¢i na mastné
kyseliny, které tvofi membriny rostlinnych bunék (obr. 3.).
U bunék vystavenych tc¢inkim cercosporinu dochazi k naruseni
bunééné membrany a dojde k odumienti rostlinné bunky. Pfed-
poklada se, ze pii poskozeni membriny dochdzi k pronikani
zivin do mezibunécnych prostor listd, ¢imz je umoznén rust
houby a sporulace. Pokud odumfe dostate¢né mnozstvi bunék,
objevuji se typické skvrny, které jsou ve skutecnosti koloniemi
houby, parazitujici na degradovaném rostlinném materidlu (7).
Pfitom existuje rezistence druht Cercospora vudi toxickému
efektu jejich vlastniho toxinu, coz umoznuje vyuziti téchto orga-
nizmu jako modelu pro pochopeni bunééné baze rezistence
vaci volnému kysliku a obecnému oxidativnimu stresu (5).

Odbouradvani cercosporinu s vyuzitim enzymu laccase

Lartey a Ton That z Vyzkumné laboratofe v Sidney nasli
pouzitelnou metodu oSetfeni cukrovky bez klasického vyuziti
fungicidl. Jedna se o odbourdni cercosporinu s pouZzitim enzy-
mu laccase. Enzym laccase brini cercosporinu v produkci de-
struktivniho peroxidu, a tim znemozZni vznik skvrn na listech.
Enzym laccase brdnici odumfeni bunky zpUsobuje oslabeni
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Obr. 1. List cukrové fepy napadené houbou Cercospora beticola

zdroje zivin pro houbu a tim inhibuje jeji rast. Rovnéz redukuje
piipadné sekundarni infekce patogennimi bakteriemi, které
mohou napadat listy cukrovky (4).

Toxin cercosporin je polyaromaticka sloucenina, kterd je
piibuzna s jinym produktem hub — hypericinem, ktery je rov-
néz znam jako cyclosan. Cercosporin neni rozpustny ve vodé
a mnoha organickych rozpoustédlech. Obvykle se extrahuje
v pyridinu a zasaditych organickych rozpoustédlech. Na povrchu
rostliny probihajici reakce zpisobuji nekrézy, vyvolané rozpa-
dem bunéc¢né membrany. Houby produkujici cercosporin se
zivi epitelem odumfelych listovych bunék a zpusobuji dalsi
poskozeni rostliny travicimi enzymy, které pusobi rozpad slo-
zek bunécnych stén a bilkovin.

Laccase patii do rozmanité skupiny enzymu oznacovanych
jako oxidoreduktizy. Maji nizkou specificnost ve vztahu
k substratu a vyzaduji méd jako spolutcinkujici latku. V labo-

Obr. 2. Buriky hostitelské rostliny jsou poskozovany produkci ak-
tivnich kyslikovych radikald (5)
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ratornich podminkidch byl enzym laccase
izolovan z raznych druht hub (Laetisaria
arvalis, Coprinus cinereus, Cryptococcus
neoformans, Lentinula edodes, Melanocar-
pa allomyces, Phanerochaete flavido-alba
a Trameles versicolor). Jefrey F. D. Dean
z Univerzity v Georgii izoloval Ctyfi geno-
vé piibuzné skupiny laccase z rodu Arabi-
dopsis a predpoklada se vyskyt i u dalsich
rostlin.

V laboratornich podminkach Lartey
a jeho tym inhibovali cercosporin jedno-
duse postiikem lista roztokem laccase. Lac-
case pouzity v této studii byl extrahovan
z pudni houby Laetisaria arvalis. Larteyho
tym v soucasné dob¢ provadi sklenikové
pokusy a bude se vénovat polnim poku-
sum, aby vyhodnotil efektivnost pouziti lac-
case v porovnani s fungicidnim oSetfenim.
Lartey podporuje aplikaci laccase pro oset-
feni proti cerkosporiové skvritosti fepy jako
zpusob odbourdni Gc¢inku cercosporinu na
rostliny vzhledem k tomu, Ze se jednd o stra-
tegii Setrnou vci Zivotnimu prostiedi (4).

Studium mechanizmu ucinku fytotoxinu cercosporinu

Margaret Daub z Univerzity v Severni Karoliné zacala fesit
metabolické strategie, jak zabudovat do rostliny rezistenci vaci
patogenu zpusobujicimu cerkosporiovou skvrnitost fepy. Ve své
vyzkumné ¢innosti se laboratof soustiedila na izolaci gent hou-
by, zodpovédnych za rezistenci vudi toxinu a dile na izolaci
a charakteristicu gent1 z bakterii, které maji zakédovanou schop-
nost rozkladu toxinu cercosporinu. Vyzkumy na téma cerkospori-
nu stile pokracuji a studiemi na toto téma se stile zabyvaji
vyzkumni pracovnici z univerzit v Severni Karolin¢ a na Flori-
dé (6). Jejich cilem je vytvofit strategii pro vyslechténi gene-
ticky modifikovanych rostlin, které by meély zabudovany gen
rezistence vuci patogenu Cercospora beticola. Zakladem pro
tyto strategie je privé pochopeni mechanizmu ucinku fytoto-
xinu cercosporinu. Cetné patogenni houby vyuZivaji k Gspésné
patogenezi rizné toxiny. Mimo jiné k nim patfi druhy pato-
gennich hub rodu Alternaria, Cercospora, Cladosporium, Elsinoe
a Hypocrella. Biosyntézou a toxicitou cercosporinu se zabyvaji
Cetné dlouholeté studie s cilem vyuziti téchto poznatkd k vyvinuti
rostlin rezistentnich vic¢i patogenu Cercospora beticola.

Cerkosporin a jiné podobné perylenechinonové toxiny jsou
fotoaktivni a svou toxicitu ztriceji ve tmé. Na svétle tyto latky
pohlcuji svételnou energii a pfechazeji do energeticky aktivni-
ho stavu, jehoz vysledkem je vznik aktivnich forem kysliku.
Tyto vlastnosti fadi cercosporin do skupiny fotosenzitizéri. Tento
pojem se zacal pouZivat zacitkem 20. stoleti a popisoval latky
vyvolavajici citlivost bunék vaci svétlu ve viditelnych vinovych
délkach. Fotosenzitizéry jsou strukturou odlisné a patii k nim
bézna barviva, jako napf. metylénova modr, stejné€ jako piirod-
ni produkty, jako napf. chlorofyl, laviny a ¢etné chinony. Toxi-
cita téchto fotosenzitizéra vznika v disledku oxidativniho po-
Skozeni lipid(i, bilkovin a nukleovych kyselin. Cercosporin
je membranovy senzitizér a potencialni producent aktivnich
forem kysliku. V souvislosti s pusobenim téchto aktivnich forem
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kysliku dochazi k naruseni buné¢né membriny a k odumieni
buriky. Pfedpokldda se, Ze poSkozeni bunécné membrany umoz-
ni pronikdni Zivin do mezibunécnych prostort, coZ umoziuje
nésledné rust houby a sporulaci (6).

Nové pristupy k feseni rezistence vuci cercosporinu

Pii podrobném studiu vyznamu cercosporinu ve vyvoji cho-
roby pro druhy rodu Cercospora, které produkuji tento toxin,
byly zvoleny rtzné piistupy. Cercosporin muze byt izolovin
z lezi na infikovanych rostlinach, které jsou dikazem tvorby
cerkosporinu béhem infekce. Ultrastrukturdlni studie rostlin
cukrovky infikované patogenem Cercospora beticola dokazuji po-
Skozeni membriny jako primdrni symptom souvisejici s prubéhem
pusobeni cerkosporinu. V prabéhu vyzkumu ¢etnych hostitelskych
druhu patogena byla rovnéz prokdzina dulezitost pfitomnosti
svétla pro vyvoj typickych symptomu choroby (6).

Na zakladé prokazaného vyznamu cercosporinu v pusobeni
choroby byla vyvozena hypotéza, Ze obranny mechanizmus
houby, ktery je zaméfeny proti cercosporinu mozna nabidne
dalsi strategii pro vytvofeni rezistence vici tomuto vyznamné-
mu patogenu. V disledku produkce aktivnich forem kysliku
cercosporin vykazuje témer universilni toxicitu vaci bunkam,
a to nejen u rostlin, nybrz i u bakterii, ¢etnych hub i u mysi.
Jediné organizmy, které vykazuji tak vysokou uUroven rezisten-
ce vudi cercosporinu jsou druhy rodu Cercospora a nékteré dalsi
houby, které produkuji perylenchinonové toxiny, jako napf.
rody Alternaria a Cladosporium. Jiz velmi nizké mnoZzstvi cer-
kosporinu jako 1 uM dokadZze zabijet buriky rostlin, kultury rodu
Cercospora produkuji cerkosporin fidové v mM a kulturu to
neposkozuje. Vice vyzkumnych pracovist se zabyvalo studiem
mechanizmu, ktery houby rodu Cercospora vyuzivaji pro auto-
rezistenci vuci cercosporinu s cilem vyuziti gent rezistence
houby jako novy zdroj rezistence u transgennich rostlin.

K ur€eni genu zodpovédnych za rezistenci byly pouZzity
razné postupy. Jednalo se napf. o vyuziti tzv. genu CFP, izolo-
vanéhu z druhu Cercospora kikuchii, ktery chrani houbu pfed
jejim vlastnim toxinem. Greg Upchurch z Ministerstva zemédél-
stvi USA a Jon Duvick z firmy Pioneer identifikovali gen nazva-
ny CFP (cercosporin facilitator protein) prostiednictvim selekce
genq, které jsou vysoce indukovany svétlem. Tento gen je
pravdépodobné pozadovany pro ndrtst cercosporinu. CFP pro-
tein se velmi podobd vyznamnému genu MFS (major facilitator
superfamily), ktery patii k transportérim bunécéné membriny.
Jakmile je cerkosporin syntetizovany, musi byt vyexportovany
ven z mycelia houby, pravdépodobné prostiednictvim transpor-
téru MFS. V prabéhu této akce zde nebyl potvrzen gen CFP, ale
predpoklada se, ze hraje roli pii tomto transportu. Greg Upchurch
se svymi spolupracovniky vytvofili strategii s vyuZzitim genetické
modifikace vici patogenu Cercospora u kukufice, a to vloZenim
genu CFP (cercosporin facilitator protein) z patogenu Cercospora
do kukufice a tabdku in vitro a oba systémy byly Gspésné.

Zvysena rezistence byla zjisténa kment Xanthomonas cam-
pestris patovar zinniae, u kterych byla zjiSténa schopnost roz-
kladat cercosporin na netoxické slozky (6). Thomas Mitchel
z Univerzity v Severni Karoliné zkoumal bakteridlni izolaty, které
jsou schopny rozkladat toxin cercosporin. Jeho vyzkumny tym
kultivoval razné druhy pudnich bakterii po dobu 48 hodin
na mediu obsahujicim cercosporin. Bakterie Xanthomonas cam-
pestris pv. zinniae a X. campestris pv. pruni se osvédcily jako
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Obr. 3. Struktura cercosporinu, fotoaktivniho toxinu produkova-
ného patogeny rodu Cercospora (5)
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efektivni pfi sniZzeni obsahu cercosporinu v mediu o 90 % za
48 hodin inkubace, rozklad byl indikovin zménou barvy media
z hnédé na zelenou. Kone¢nym produktem rozkladu byla ne-
toxicka substance. Mitchel ve své studii necharakterizoval enzy-
mové izolaty. Nicméné pfifadil degradaci cercosporinu k oxido-
reduktize v bakteridlnim cytochromovém systému P 450 (4).

Jina rezistence vadi cercosporinu byla zjisténa pii podrob-
ném zkoumdni mutantl druhu Cercospora nicotianae, které jsou
citlivé vuci cerkosporinu. Timto zpusobem byly identifikovany
tii geny, které hraji vyznamnou roli v rezistenci vii¢i cercospo-
rinu. U dvou z téchto gent se ukdzalo, ze koduji enzymy po-
tiebné pro metabolizmus vitaminu B6. Stanoveni téchto gent
jako vyznamného prvku v souvislosti s rezistenci vii¢i cercospo-
rinu u biosyntézou vytvofeného vitaminu B6 bylo zajimavym
zjisténim, protoZe u tohoto vitaminu, na rozdil od takovych
vitamind, jako jsou vitaminy E a C, nebyla dosud zndma jeho
role jako antioxidantu v obrannych mechanizmech. Vyznamna
je spoludcast vitaminu B6 pii enzymatickych reakcich, zejména
pii syntéze aminokyselin. Nésledné se prokdzalo, Ze vitamin B6
potlacuje vznik singletniho kysliku a superoxidu a vykazuje an-
tioxida¢ni ucinky, coz vysvétluje jeho roli v ochranné aktivité
vadi cercosporinu (6).

Zavér

Cetné studie v poslednich letech se zabyvaly G¢innosti vyse
popsanych mikrobidlnich gent z hlediska vyuzitelnosti pro vy-
voj transgennich rostlin. Dosud v3ak vSechny tyto studie proka-
zaly jen velmi malou Gspésnost.

Cercosporin hraje vyznamnou roli v patogenité rodu Cer-
cospora u celé fady rostlinnych druht. Jakékoliv sniZzeni toxi-
city cerkosporinu muZze byt vyuzito pro zvladnuti choroby
v zemeédélské praxi na polich. Cercosporin je také vysoce to-
xicky v disledku tvorby aktivnich forem kysliku. Slechténi na
rezistenci vic¢i houbdm rodu Cercospora je obtizné, protoZe
cercosporin vykazuje obecnou toxicitu vici burikim. V prabéhu
zkoumdni bylo zjisténo, ze biosyntéza a regulace cerkospori-
nu je velmi komplikovany proces. Dalsim problémem je, Ze
mechanizmus, ktery vyuZivaji houby rodu Cercospora k tomu,
aby se branily G¢inkam toxicity cercoporinu vici sobé, zahr-
nuje mnohocetné faktory. Pokracujici vyzkum téchto obran-
nych buné¢nych mechanizmu a vyvoj strategii k zabranéni tvor-
by cercosporinu mize vést k lepSimu zvladnuti chorob rodu
Cercospora (6) v budoucnosti.
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Souhrn

V ¢lanku jsou feSeny moznosti vyvoje efektivniho systému biolo-
gické ochrany proti puvodci cerkosporiové skvrnitosti fepy. Vy-
zkum je soustfedén na potenciondlni roli fotoaktivniho toxinu
cercosporinu, ktery je produkovany rodem Cercospora a ktery je
faktorem virulence v infek¢nim cyklu patogena. V ¢lanku jsou po-
psany zpusoby, jak lze odbourat Skodlivé ucinky fytotoxinu cer-
cosporinu. Jednou z moznosti odetfeni cukrovky bez klasického
vyuziti fungicidu je odbourani cercosporinu s pouzitim enzymu lac-
case, ktery brani cercosporinu v produkci destruktivnitho peroxidu
a tim znemozni vznik skvrn na listech. Dalsi z moznosti je vytvore-
ni strategie pro vyslechténi geneticky modifikovanych rostlin, které
by mély zabudovany gen rezistence vi¢i patogenu Cercospora be-
ticola. Za timto GcCelem se zkoumalo napf. vyuziti tzv. genu CFP
z patogenu Cercospora, ktery chrani houbu pfed jejim vlastnim to-
xinem cercosporinem. Zvysend rezistence vi¢i cercosporinu byla
zjisténa u kmenu bakterii Xanthomonas campestris pv. zinniae
a X. campestris pv. pruni. Vyznamné pro hledani rezistence vuci
cercosporinu bylo rovnéz zjisténi antioxidativnich G¢inkt u biosyn-
tézou vytvofenych gent vitaminu B6.
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Majkova L.: New strategies in dealing with Cercospora
Leaf Spot

This article summarizes new alternative ways for managing Cercospora
Leaf Spot with the use of biological control. This research focuses on
the role of cercosporin. Cercosporin is produced by the species Cer-
cospora and plays a crucial role in the ability of Cercospora species to
infect host plants. This article describes various means how to reduce
the damaging effect of the toxin cercosporin. One of the possible
ways is degradation of cercosporin by the enzyme laccase. This en-
zyme inhibites production of destructive superoxides and disables
the fungi’s ability to produce leaf spotting. Another possible strategy
is generation of transgenic plants with gene-encoded resistance aga-
inst Cercospora Leaf Spot. In order to achieve this, CFP (cercospo-
rin facilitator protein), a gene that protects cercospora against its
own toxin, was utilized. In addition, an increased cercosporin re-
sistance has been observed in some strains of bacteria such as Xan-
thomonas campestris pv. zinniae and X. campestris pv. pruni. The
discovery of the vitamin B6 biosynthesis genes was also significant
considering their important antioxydant activity.

Key words: biological control, cercosporin, Cercospora Leaf Spot, gene
CFP, resistance.
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