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Abstract: The aim of our study was to determine the effects of silicon application on the in-
teraction between Sorghum bicolor and two necrotrophic fungal species Fusarium oxysporum
and Alternaria alternata. Microscopic observations revealed a considerable retardation in fun-
gal hyphae proliferation across root tissue layers in relation to silicon amendment. The impact
of both root infection and silicon application was studied on selected shoot parameters. While
silicon amendment enhanced the production of shoot biomass in infected plants, its effect on the
concentration of photosynthetic pigments (chlorophyll a and b) was evaluated as not significant.
We conclude that silicon application could have an interesting potential as an agronomic control
strategy for root fungal diseases in sorghum.
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Uvod

Cirok dvojfarebny (Sorghum bicolor L. Moench) sa z hl'adiska produkcie
povazuje za piatu najdolezitej$iu obilninu sveta, pricom jeho velkou vyhodou
je schopnost’ rast’ aj na chudobnejsich pddach a v podmienkach relativne nizkej
zavlahy. V mnohych krajinach tvori jeden z kl'a¢ovych pilierov pol'nohospo-
darstva, pricom nachadza bohaté vyuzZitie v potravinarskom, krmovinarskom
i technickom priemysle (FAO 1999). Kvalita a kvantita urody ciroku je kaz-
doro¢ne znizovana pritomnostou Sirokého spektra hubovych ochoreni. Druhy
Fusarium oxysporum a Alternaria alternata su kozmopolitne rozsirené mikro-
skopické vlaknité huby, ktoré sposobuju hnilobné ochorenia mnohych vyznam-
nych plodin (Leslie & Sumerell 2006; Woudenberg et al. 2013). Broggi et al.
(2007) dokonca zistili, Ze druh 4. alternata je najfrekventovanejsie sa vysky-
tujiicim pozberovym patogénom ciroku. Kontrola vyskytu a §irenia hubovych
ochoreni si v sti¢asnosti vyzaduje Specialnu pozornost’, najméa pre vzrastajiice
obavy ohl'adom bezpecnosti pouzivania komeréne dostupnych fungicidnych
prostriedkov na syntetickej baze.
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Kremik je polokov, ktorého pritomnost’ predstavuje pre mnohé plodiny
v podmienkach abiotického ¢i biotického stresu uréita vyhodu vo forme zvy-
Senia rezistencie plodiny vo¢i danému stresovému faktoru (Liang et al. 2015).
Pre svoje prospesné vlastnosti sa aplikacia tohto prvku v poslednych rokoch
skuma aj pre jeho potencial pri zvySeni rezistencie plodin vo¢i hubovym pato-
génom (Tatagiba et al. 2015; Whan et al. 2016; Bathoova et al. 2018). Vyuzitie
kremika by pre polnohospodarstvo predstavovalo ekonomicky vyhodny
i potencialne environmentalne vhodny spdsob ochrany rastlin vo¢i hubovym
infekciam. Pre bezpecnt aplikaciu tohto pristupu do beznej pol'nohospodar-
skej praxe je v8ak najskor nevyhnutné zistit mechanizmus ucinku kremika
v rastlinnom metabolizme a ur€it’ zmeny, ktoré méze jeho pritomnost’ v rast-
linnom organizme vyvolat’.

Metodika

Pracovali sme s rastlinami ciroku dvojfarebného (Sorghum bicolor L. Moench) — kultivarom
Gadambalia, ktorého zrnd pochadzali zo zbierky Arid Land Research Center (Tottori, Japonsko)
z roku 2000 a uskladiiovali sa v suchu pri teplote 4 °C. Dalej sme pracovali s druhmi mikrosko-
pickych vlaknitych hub, a to konkrétne s kmenom Fusarium oxysporum Schlecht. G.93 (ziskany
z Botanického ustavu Centra biologie rastlin a biodiverzity) a kmetiom Alternaria alternata (Fr.)
Keissl. (vlastny izolat).

Zrna ciroku sme povrchovo sterilizovali v 0,45 % vodnom roztoku chlérnanu sodného, nechali
ich 4 h imbibovat’ v destilovanej vode a potom sme im mechanicky odstranili oplodie s ciel'om
zbavit' sa potencialnej endogénnej kontaminacie. Zrna sme eSte raz povrchovo sterilizovali
v 0,05 % vodnom roztoku HgCl, po dobu 6 min, dokladne sme ich preplachli sterilnou destilova-
nou vodou a v aseptickych podmienkach laminarneho ockovacieho boxu vysievali na zivné média
do Petriho misiek. Pracovali sme s dvomi typmi zivného média — bez pridavku kremika (zloZenie:
%> MS médium, 2 % sachardza, 1 % agar; pH 5,8), s pridavkom kremika (zlozenie: > MS médium,
2 % sacharoza, 1 % agar, 1 mM Si v podobe roztoku kremicitanu sodného Na,SiO,; pH 5,8).
V siedmy den kultivacie sme rastliny preoc¢kovali na ¢erstvé média bez pridavku kremika (varianty
-Si, -SiF, -SiA) a s pridavkom kremika (+Si, +SiF, +SiA). Varianty -SiF a +SiF sme inokulo-
vali druhom huby F. oxysporum a varianty -SiA a +SiA druhom A. alternata. Inokulacia rast-
lin prebehla umiestnenim dvojtyzdiiového rozrasteného mycélia huby (s rozmerom 5 x 5 mm)
na primarny korefi rastliny, a to do 3tvrtiny jeho dizky od bazy rastliny. Varianty -Si a +Si zostali
intaktné, t.j. bez cielenej inokulacie hubou. Takto pripraveny biologicky material sme kultivovali
po dobu dalsich 5 dni (tj. do celkovej dizky kultivacie 12 dni). V3etok material sme po cela
dobu experimentu kultivovali v in vitro kultivacnej komore na Katedre fyziologie rastlin (PriF UK
v BA) s nasledujicimi podmienkami: fotoperioda 16/8 h (svetlo/tma), teplota 23 + 2 °C, intenzita
osvetlenia 120 pmol m? s! fotosynteticky aktivneho Ziarenia.

Po uplynuti kultiva¢nej periédy sme nadzemné Casti rastlin pouzili na stanovenie Cerstvej bio-
masy a koncentracie asimila¢nych pigmentov. Z rastlin sme pomocou Ziletky odobrali nadzemné
Casti (bez zrna) a ich biomasu stanovili gravimetricky. Pre stanovenie koncentracie asimilaénych
farbiv (chlorofyl a a b) sme nasledne biomasu homogenizovali v trecej miske a extrahovali vo vy-
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chladenom 80 % aceténe pomocou pridavku morského piesku a MgCO, (Ritchie 2006). Vzorky
sme centrifugovali pri otackach 6000 rpm a teplote 4 °C po dobu 5 min. Koncentraciu chlorofylu
a a b sme uréovali zo supernatantu pri vinovych dizkach 663,2 nm (pre chl @) a 646,8 nm (pre chl b)
(Jenway 6400, Krackeler Scientific) a stanovili na zaklade prepoctu podl'a Lichtenthaler (1987).

Podzemné ¢asti rastlin sme pouZili na analyzu prerastania hiib v korefioch. Pomocou ziletky
sme odobrali z primarnych koreiov priamo spod miesta inokulacie segmenty dlhé 2 mm, ktoré
sme nasledne fixovali, odvodnili a presytili modifikovanym Spurrovym médiom (podl'a postupu
uvedeného v Bathoova et al. 2018). Zo zaliatych vzoriek sme pomocou mikrotomu (Ultrotome
Nova, LKB) pripravili priecne rezy s hriibkou 2 pm a farbili ich v roztoku 1 % toluidinovej modre;j
v 2,5 % Na,CO,. Rezy sme pozorovali vo svetelnom mikroskope Axioskop 2 plus (Zeiss), a vy-
sledné snimky sme zhotovili pomocou digitalnej kamery DP72 (Olympus) a softvéru Quick Photo
Micro, v. 3.0 (Olympus).

Ziskané udaje sme Statisticky spracovali pomocou softvérov Microsoft Excel (Office 365)
a STATGRAPHICS Centurion XV (v. 15.2.05, StatPoint, Inc.).

Vysledky a diskusia

Pomocou svetelnej mikroskopie sme zistili, ze aplikdcia kremika ma na po-
tlacenie infekcie primarnych koretiov ciroku dvojfarebného pozitivny ucinok
v pripade oboch druhov testovanych hub (obr. 1). V pripade druhu Fusarium
oxysporum sme vo variante bez pridavku kremika (-SiF) pozorovali pritom-
nost” hytf huby vo vysokej frekvencii vo vnutrobunkovych aj medzibunkovych
priestoroch dvoch najperiférnejsich vrstiev korena — rizodermy a exodermy.
Pritomnost’ hyf huby sme pozorovali aj v medzibunkovych priestoroch me-
zodermalnych vrstiev korena. V pripade rastlin s pridavkom kremika (variant
+SiF) sme pozorovali ich schopnost’ vyrazne potlacit’ invaziu hyf smerom
z periférie koretia do jeho centralnej ¢asti — hyfy huby sme vo vrstvach rizo-
dermy a exodermy detegovali v ovel'a menSom pocte a vo vnutornejsich vrs-
tvach korena tiplne absentovali. Druh Alternaria alternata prerastal vrstvami
korenia vo vSeobecnosti pomalSie. Vo variante bez pridavku kremika (-SiA)
hyfy prerastli vnutro- i medzibunkové priestory rizodermy, no v masivnej
miere sa nachddzali najmé v medzibunkovych priestoroch medzi rizodermou
a exodermou a taktiez medzi jednotlivymi exodermalnymi bunkami. Naopak,
vo variante s pridavkom kremika (+SiA) sme pozorovali ovel'a mensi celkovy
pocet a hustotu hyf v inokulovanom koreni. Okrem toho sme pozorovali aj po-
tlacenie rychlosti prerastania pletiv v porovnani s -SiA variantom — hyfy sa
do vnutra buniek dostavali ojedinele a cez medzibunkové priestory dokazali
prerast’ len k periférnej bunkovej stene exodermy (priestory medzi bo¢nymi
stenami jednotlivych exodermalnych buniek zostali intaktné).
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Obr. 1. Prerastanie hyf hib v pletivach koreniov jednotlivych variantov. Skratky: r, rizoderma; ex,
exoderma; m, mezoderma; §ipka, hyfa huby. Mierka = 50 pm.

Fig. 1. Growth of fungal hyphae in root tissues of individual treatments. Abbreviations: r, rhizoder-
mis; ex, exodermis; m, mesodermis; arrow, fungal hypha. Scale bar = 50 um.

Pozitivne u¢inky kremika pri potlaceni invazie hubovych patogénov v ko-
refioch i nadzemnych Castiach rastlin zaznamenali viaceré §tadie (Mohaghegh
et al. 2011; Fortunato et al. 2012, 2013; Resende et al. 2013; Tatagiba et al.
2014; Silva et al. 2015; Van Bockhaven et al. 2015a). Mechanizmus veduci
k tymto ucinkom vsak nie je doteraz celkom objasneny. Jednou z moznosti je
uloha nerozpustnych zlucenin tohto prvku v mechanickom spevneni extrace-
lularnych priestorov rastlinnych pletiv, napriklad spevnenim rastlinnych bun-
kovych stien (Cai et al. 2008; Najihah et al. 2015; Silva et al. 2015) alebo v lis-
toch vytvorenim dvojvrstvy kremik-kutikula (Resende et al. 2013). Mnoho
stadii sa v§ak zaobera ulohou rozpustnej formy kremika v metabolizme rast-
liny, ktora mo6ze priamo alebo nepriamo viest’ k stimulacii aktivity antioxidac-
nych enzymov (Mohaghegh et al. 2011; Resende et al. 2012), enzymov zapoje-
nych do biosyntézy sekundarnych metabolitov s obrannou funkciou (Cai et al.
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Obr. 2. Cerstva biomasa nadzemnych ¢asti jednotlivych variantov. Udaje st priemery + SD, rézne
pismena poukazuju na signifikantny rozdiel v rdmci jednotlivych variantov na hladine preukaz-
nosti P <0,05 (ANOVA, LSD test).

Fig. 2. Fresh shoot biomass of individual treatments. Values represent means + SD. Different let-
ters indicate significant difference among the treatments at P < 0.05 (ANOVA, LSD test).

2008; Fortunato et al. 2012; Resende et al. 2013), zachovaniu alebo zvySova-
niu ucinnosti fotosyntézy (Rios et al. 2014; Tatagiba et al. 2015) a modulacii
signalnych drah naviazanych na spustanie d’alSich komponentov zvySujacich
obranyschopnost’ napadnutej rastliny (Van Bockhaven et al. 2015a; Vivancos
et al. 2015).

Analyza cerstvej hmotnosti nadzemnej Casti odhalila niekol’ko trendov
(obr. 2). Inokulacia korenov ciroku vyustila do zva¢$enia nadzemnej biomasy,
avsak v interakcii s £ oxysporum toto zvaéSenie nebolo Statisticky preukazné.
Podobny jav zaznamenali aj Liu et al. (2018), kde vSak iSlo o zvicsenie
nadzemnej biomasy rastlin po inokulacii korenov réznymi druhmi arbusku-
larno-mykoriznych hub. Autorsky kolektiv Mohaghegh et al. (2011) naopak
po inokulacii korefiového systému uhorky nezaznamenal zmenu v hmot-
nosti nadzemnej biomasy. Odlisnost’ vysledkov pripisujeme ich zavislosti od
konkrétnej interakcie a zavaznosti dopadu inokulacie na primarne postihnuta
podzemnu Cast’.

Zvécsenie biomasy nadzemnej Casti pri inokulacii koreiov mozno vysvet-
lit’ stratégiou investovat’ energiu do nadzemnej biomasy za uc¢elom zvysenia
miery fotosyntézy a tym tvorby energie pre efektivnejsiu celkovii obranu
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rastliny. Po pridani kremika do substratu sme pozorovali nepatrné zvicsenie
biomasy v rastlindch infikovanych druhom huby F oxysporum a vyraznejsie
zvaéSenie biomasy v rastlinach infikovanych druhom huby 4. alternata (v po-
rovnani s neinokulovanymi rastlinami aj inokulovanymi rastlinami bez pri-
davku kremika). Podobny trend zaznamenalo viacero $tudii (French-Monar
et al. 2010; Mohaghegh et al. 2011; Ning et al. 2014; Van Bockhaven et al.
2015b). Predpokladame, Ze lepSia kondicia nadzemnej biomasy vyplyvala
najma z lepsej kondicie podzemnej biomasy podmienenej schopnost’ou rastlin
s pridavkom kremika efektivnejSie potlacit’ invaziu hub v pletivach korenov
(ako ukazali nase mikroskopické pozorovania). V pripade interakcie ciroku
s druhom huby A. alternata sme v nasej predoslej praci zistili, Ze korene rastlin
s pridavkom kremika mali v bunkovych stenach exodermy vaési podiel sube-
rinu a inych zlu€enin fenolickych latok (Bathoova et al. 2018), ktoré moézu
predstavovat’ Struktiirne spevnenie a vytvorenie efektivnejsej bariéry spoma-
lujicej prerastanie hubového patogénu. Viacero $tudii potvrdilo kremikom
podmienent stimuldciu aktivit enzymov zapojenych do biosyntéznej drahy
fenolov a ich komplexnejsich polymérov (Resende et al. 2013; Tatagiba et al.
2014), avsak presny mechanizmus tejto aktivity nie je doposial’ objasneny.
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Obr. 3. Koncentracia asimilaénych pigmentov chlorofylu a a b v nadzemnych ¢astiach jednot-
livych variantov. Udaje st priemery + SD, rozne pismena poukazuju na signifikantny rozdiel
v ramci jednotlivych variantov na hladine preukaznosti P < 0,05 (ANOVA, LSD test).

Fig. 3. The concentration of assimilation pigments chlorophyll a and b in shoots of individual
treatments. Values represent means + SD. Different letters indicate significant difference among
the treatments at P < 0.05 (ANOVA, LSD test).
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Analyza koncentracie asimila¢nych farbiv, konkrétne chlorofylu a a b, ne-
odhalila Statisticky preukazny rozdiel medzi variantmi bez pridavku a kores-
pondujicimi variantmi s pridavkom kremika (-Si vs +Si, -SiF vs +SiF, -SiA
vs +SiA). V pripade chlorofylu a sme v inokulovanych variantoch zazname-
nali uréitu tendenciu — aj ked’ stale $tatisticky nepreukaznti — tendenciu nizsej
koncentracie chlorofylu a v rastlinach s pridavkom kremika (+SiF a +SiA).
Mnoho $tadii naopak poukazuje na kremikom podmienené zvySovanie kon-
centracie asimilaénych farbiv, avSak ide spravidla o §tidie zaoberajtce sa ino-
kulaciou nadzemnych Casti rastlin, konkrétne listov (Rios et al. 2014; Tatagiba
et al. 2015; Van Bockhaven et al. 2015b). Je mozné, Ze pri inokulacii korefiov
vyuziva rastlina iné mechanizmy a stratégie, a je nutné brat’ do Givahy aj cel-
kovu povahu interakcie a zavaznost’ infekcie rastliny. Hoci sa v nasich vysled-
koch pri chlorofyle a ¢rta vyssie spomenuta tendencia, jej negativna korela-
cia s hmotnost'ou nadzemnej biomasy poukazuje na nepritomnost’ zavaznych
zmien v obsahu tohto pigmentu vzhl'adom na cely objem nadzemnej Casti.

V naSej praci sme zistili, Ze exogénna aplikacia kremika do zivného média
rastlin ciroku napomohla k efektivnejSiemu potlaceniu proliferacie oboch dru-
hov patogénnych hib vo vnutri pletiv korenov. Infekcia korenov a pridavok
kremika vSak mali v sledovanom rozsahu zavazny dopad na §tudované para-
metre nadzemnych Casti (na biomasu a koncentraciu asimilaénych pigmentov)
len v pripade huby 4. alternata. V tejto interakcii dosiahli rastliny s pridavkom
kremika o 44 % vac¢siu hmotnost’ nadzemnej biomasy v porovnani s rastlinami
bez pridavku kremika (+SiA vs -SiA). Na zaklade nasho vyskumu ma teda
aplikacia kremika so zamerom obmedzit’ negativne ucinky hubovych infekcii
urcity potencial, no povazujeme za nevyhnutné vykonat’ d’alsie studie zaobe-
rajuce sa mechanizmom jeho pdsobenia.
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