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Abstrakt
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V cytoplazmatické membrané. Aktivita NADPHoxidasy je negativné regulovana
oxidem dusnatym (NO) prostiednictvim S-nitrosylace. NO reguluje také aktivitu fady
dalsich enzymu zapojenych v metabolismu ROS.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl studovan biologicky tucinek elicitind
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Cile prace:

V teoretické Casti je cilem diplomové prace vypracovani literarni reSerSe zaméfené

na problematiku:

1. charakterizace elicitinu kryptogeinu (piivod, mechanismus ptlisobeni, shrnuti
poznatku ze studii zaméfenych na charakterizaci mutantnich forem kryptogeinu),

2. tykajici se ulohy ROS, RNS v reakci rostlin na infekci patogenem se zaméfenim na S-

nitrosylace.

V experimentalni ¢asti je cilem prace studium ulohy ROS v mechanismu ptsobeni
elicitinu infestinu a kryptogeinu a jejich mutantnich forem s modifikaci v poloze 13
(ptipadné v poloze 84). Pii studiu zapojeni NADPHoxidasy v produkci ROS bude pouzit
inhibitor ~ DPI, donor NO  S-nitrosoglutathion ~ (GSNO) a inhibitor
S-nitrosoglutathionreduktasy (N6022). Bude sledovan vliv aplikace testovanych latek
(elicitiny, GSNO, N6022, PTIO, DPI) na
1. schopnost aktivovat nekrotickou reakci na listech rostlin Nicotiana tabacum L. cv.
Xanthi (nebo cv. Samsun),
zivotnost bun¢k Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi,
produkci ROS,
aktivitu/expresi NADPHoxidasy,

o B~ w N

aktivitu askorbatperoxidasy.



1 Uvod

Obranna reakce rostliny proti patogentiim mize byt doprovdzena vyraznym nartstem
produkce reaktivnich forem kysliku. Tento jev je oznacovan jako oxidativni vzplanuti.
Reaktivni formy kysliku (ROS) se mohou podilet na pfenosu signalu a aktivaci obrannych
mechanismt, na druhou stranu se jednd o toxické slouceniny pro zivy organismus
Vv zavislosti na jejich koncentraci, piipadné pfitomnosti antioxida¢nich systému (Lamb
a Dixon, 1997).

Hlavnim enzymem produkujicim ROS pfi oxidativnim vzplanuti je NADPHoxidasa
lokalizovana v cytoplazmatické membrang. Tento enzym je komplexné regulovan fadou
mechanisml, mezi néz patii naptiklad S-nitrosylace, ktera aktivitu enzymu inhibuje
(Yunetal., 2011).

ROS jsou Vv rostlinach eliminovany riznymi mechanismy. Nejvyznamnéj$im z nich
Je askorbat-glutathionovy cyklus, ktery slouzi k detoxifikaci peroxidu vodiku. Soucasti
cyklu je enzym askorbatperoxidasa, ktera se v rostlinach vyskytuje v nékolika isoforméch
lokalizovanych Vv cytosolu, peroxisomech, glyoxysomech, mitochondriich, ve stromatu
a thylakoidech chloroplastt (Shigeoka et al., 2002). Aktivita enzymu je regulovana
procesem S-nitrosylace a nitrace. Studie zabyvajici se S-nitrosylaci askorbateroxidasy
pokazaly jak aktivacni (Begara-Morales et al.,, 2014), tak inhibi¢ni efekt této
posttransla¢ni modifikace (de Pinto et al., 2013).

Kryptogein je proteinovy elicitor produkovany patogenem Phytophthora cryptogea.
Je schopen vazat do své hydrofobni dutiny steroly a mastné kyseliny a ptenaset je pies
cytoplazmatickou membranu rostlinnych bunék (Mikes et al., 1997). Jedna se o bazicky
protein s vysokou nekrotickou aktivitou. V tabakovych buiikach je po jeho aplikaci
pozorovana alkalizace extracelularniho pH, influx Ca?" iontd, nartst produkce
reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého. Dochazi také ke zvysené expresi obrannych
gent a indukci systémove ziskané resistence (Garcia-Brugger et al., 2006).

V fad¢ studii byl kryptogein pouzit jako modelovy elicitin pro studium souvislosti
mezi strukturou elicitinu a jeho biologickou aktivitou. Cilem bylo pifedevsim objasnit
vztah mezi schopnosti vazat steroly a spoustét obrannou reakci. Pozornost byla tedy
vénovana modifikacim, u nichz doslo k zdméné aminokyselin podilejicich se na tvorbé
hydrofobni dutiny a interakci se steroly. Jednim z takovych mutanti je kryptogein V84F,
ktery i pfes neschopnost vazat steroly indukuje produkci ROS (Dokladal et al., 2012).



Podrobné byla studovana také mutace K13V, ktera vedla ke sniZzené schopnosti proteinu
vazat a pienasSet steroly a k mén¢ intenzivni produkci ROS u tabakovych bunék. Tato
zaména zpusobuje pokles isoelektrického bodu proteinu a také ztratu kladného
elektrostatického naboje na povrchu molekuly v misté¢ mutace (Hirasawa et al., 2004;
Pleskova et al., 2011).

2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Role reaktivnich forem Kkysliku pii obranné reakci rostlin proti
patogentiim
V rostliné dochazi po rozpoznani patogena ke spusténi obranné reakce, kterad
je doprovazena prudkym narastem produkce ROS. Tento jev je oznacovan jako
oxidativni vzplanuti a mize probihat ve dvou fazich. Prvni faze nastava jiz nékolik minut
po napadeni patogenem a trva pfiblizn¢ 1 az 3 hodiny. Produkce ROS v této fazi
je nespecificka a miize byt spojena také s jinymi stresovymi faktory. Dalsi faze nastava
asi 4 hodiny po napadeni patogenem, ktery obsahuje faktory avirulence specificky
rozpoznavané rostlinou. Produkce ROS je ve druhé fazi mnohem intenzivné€jsi a probiha
v dels$im c¢asovém intervalu. Vysoké hladiny ROS jsou toxické jak pro patogena,
tak pro rostlinu. ROS jsou vSak také soucasti pienosu signalu v tfadé obrannych

mechanismu, které rostliné umoznuji Uspé$né odolavat mnoha nepiiznivym faktorim

vnéjsiho prostiedi (Baker a Orlandi, 1995; Lamb a Dixon, 1997).

2.1.1 Rostlinna NADPHoxidasa
Jednim z klicovych enzymii produkce ROS po napadeni patogenem je NADPHoxidasa,

ktera je lokalizovdna v cytoplazmatické membrané rostlinné bunky. Tento enzym patii
do tfidy oxidoreduktas (EC 1.6.3.1) a katalyzuje ptenos elektronti z cytosolarniho
NADPH na molekulu kysliku v apoplastu. Rostlinné NADPHoxidasy jsou fazeny
do rodiny RBOHs (respiratory burst oxidase homologues) a jsou homologni
s podjednotkou gp9lphox zivo¢isné NADPHoxidasy. Struktura tohoto enzymu
je tvofena Sesti konzervovanymi transmembranovymi helixy a dvéma hemovymi
skupinami (obr. 1). Tteti a paty helix vaze pies 4 histidinova residua hemové skupiny,
které jsou kliCové pii prenosu elektroni z NADPH pies FAD az na kyslik v apoplastu

za vzniku superoxidového radikalu (Sagi a Fluhr, 2006). Enzym je dale tvoien



C-koncovou doménou, kde dochazi k navazani NADPH a FAD. N-koncova doména
obsahuje motivy EF-ruky a je klicova pii regulaci aktivity NADPHoxidasy.

V genomu Arabidopsis thaliana bylo nalezeno celkem 10 RBOHs, které byly
oznaceny jako AtRBOHA-J a kter¢ se 1iSi mistem exprese v rostliné a citlivosti na vnéjsi
faktory prosttedi (Torres a Dangl, 2005). Mnoho studii prokdzalo zapojeni t€chto enzymu
viadé¢ procesi vrostlinich. AtRBOHB hraje kliCovou roli ve zrani semen
(Miiller et al., 2009). AtRBOHC je vyznamny pii rastu kofenového vlaseni
(Foreman et al., 2003). AtRBOHD je lokalizovan ve vSech ¢astech rostliny a produkuje
ROS v odpovédi na biotické i abiotické stresové faktory stejné jako jeho ortology v jinych
rostlinnych druzich jako jetabak, ryZze nebo brambor (Kadota et al., 2015).
AtRBOHF je pak dulezity pii ustaveni tolerance rostliny pii salinitnim stresu
(Jiang et al., 2012). AtRBOHH/J jsou produkovany pouze vkvétu a v pylu,
byla odhalena jejich funkce pii ristu pylové lacky (Lassig et al., 2014).

Q0

i

X

fezerrne

;;;;;;

cytosol

MADPH HNADP+ +H*

Obr. 1: Rostlinna NADPHoxidasa. Elektrony pfechazeji z NADPH pfes FAD a hemy
az na kyslik, ktery je pfeménovan na superoxidovy anion radikal. Struktura proteinu je tvofena
6 transmembranovymi helixy. 2 helixy vdzou pomoci histidini 2 molekuly hemu. N-terminalni
konec obsahuje motivy EF-ruky (pievzato ze Sagi a Fluhr, 2006).



2.1.1.1 Regulace aktivity NADPHoxidasy

Aktivita rostlinnych NADPHoxidas mize byt regulovana pomoci vapenatych iontt.
Ve studii Oda et al. (2010) byly u N-terminalni domény proteinu OsRBOHB ptuvodem
z ryze seté nalezeny 2 motivy EF-ruky a dale 2 struktury podobné motivim EF-ruky,
které jsou schopné vazat Ca?' ionty. Strukturni zména v proteinu, kterd je nutna
pro spusténi aktivity NADPHoxidasy, byla pozorovana pii navdzani vdpenatého iontu
pouze na jeden z motiva EF-ruky. Vapenaté ionty jsou schopné ptsobit na tento enzym
také pres Ca?*-dependentni proteinkinasy (CPKs). V A. thaliana dochézi k aktivaci
AtRBOHD pomoci CPKS, ktera fosforyluje seriny V pozicich 39, 148, 163 a 347.
U brambor pak byla prokazand fosforylace dvou serinovych residui na StRBOHB
za ucasti CPK (Kobayashi et al., 2007).

Aktivita NADPHoxidasy je regulovana také fosforylaci prostiednictvim dal$ich forem
proteinkinas. Bylo zjisténo, ze AtRBOHD je fosforylovan na serinech v pozicich 39, 339,
343 a347 ato proteinkinasou BIK1 (botrytis-induced kinase 1), ktera je soucasti
receptorového komplexu PRR (pattern recognition receptor; obr. 2). Tento komplex
je lokalizovan v cytoplazmatické membrané rostlinné buiiky a spousti obrannou reakci

po rozpoznani patogena (Li et al., 2014).

PAMPs

CaZ+

Obr. 2: Regulace aktivity NADPHoxidasy prostiednictvim Ca?* iontii a proteinkinas. Molekuly
spojené s patogenem (PAMPs, napiiklad elicitiny) jsou rozpoznany specifickymi receptory
Vv cytoplasmatické membrané (PRR). Dochazi k aktivaci ko-receptoru BAK1 a k fosforylaci
proteinkinasy BIK1. Fosforylovana BIK1 ma vyssi afinitu k RBOHD a fosforyluje enzym
na nékolika specifickych mistech. Fosforylaci dochézi k aktivaci RBOHD. BIK1 také aktivuje
influx Ca?* iont ptes kanalky. Ca?* ionty se vazou na motivy EF-ruky, coz vede k aktivaci
NADPHoxidasy. Ca?* ionty také aktivuji kalcium-dependentni proteinkinasy (CPKs), které
fosforyluji NADPHoxidasu a zvysuji tak jeji aktivitu. ZvySena produkce superoxidového aniontu
a peroxidu vodiku miize zpusobit dalsi influx Ca?* iontl (pievzato z Kadota et al., 2015).
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Produkce ROS prosttednictvim NADPHoxidas mize byt ovlivnéna MAPK signalni
drahou na urovni transkripce genl. Napiiklad rostliny A. thaliana overexprimujici
mitogenem aktivované proteinkinasy 8 (AtMPKS8) vykazuji snizenou produkci ROS
a také snizenou expresi AtRBOHD v reakci na poranéni. AtMPKS je aktivovana pomoci
vapenatych iont, které zpisobi navazani kalmodulinu na tuto kinasu. Na druhou stranu
AtMPK6  dokaze expresi AtRBOHD  aktivovat (Liu a He, 2016).
U Nicotiana benthamiana byla sledovana aktivace exprese genu NbRBOHB (ortolog
AtRBOHD) pomoci mitogenem aktivovanych proteinkinas SIPK, NTF4 a NTF6
po aplikaci elicitinu infestinu (Asai et al., 2008). MAPKSs ovliviiuji expresi NoRBOHB
tak, ze aktivuji specifické transkripéni faktory WRKY (Adachi et al., 2015).

Aktivita RBOH mutze byt ovlivnéna hladinou oxidu dusnatého na zaklade
postransla¢ni modifikace S-nitrosylace. U A. thaliana byl pozorovan vznik S-nitroso
skupiny na cysteinovém residuu v pozici 890 enzymu AtRBOHD jak vin vitro
podminkach, tak in vivo po napadeni rostliny patogenem. Tato kovalentni modifikace

zabrani navazani FAD (obr. 3) a zpusobi tak omezeni aktivity NADPHoxidasy

a produkce ROS, zarovei je také potlacena bunééna smrt (Yun et al., 2011).

Obr. 3: Pocitacovy model vlivu S-nitrosylace cysteinu 890 na strukturu vazebného mista pro FAD
na C-terminalnim konci AtRBOHD. A: Model C-terminalniho konce AtRBOHD s vazebnym
mistem pro FAD. B: redukovany cystein 890 stabilizuje vodikovym mistkem fenylalanin 921,
ktery je dulezity pro navazani FAD. Diky vodikové vazbé se nachazi postranni fetézec
fenylalaninu a flavinova skupina FAD Vv koplanarni pozici, coz je kli¢ové pro katalytickou
aktivitu enzymu. C: S-nitrosylovany cystein odpuzuje fenylalanin, ktery neni stabilizovan
vodikovym mustkem, tim dochézi k sterickému branéni navazani FAD (pfevzato z Yun et al.,
2011).



Na ¢innost RBOHs maji vliv také malé Rac GTPasy (obr. 4). Studie RBOHB z ryze
seté prokazala interakci N-terminalni domény tohoto proteinu s GTPasou OsRacl.
Navazani této GTPasy musi pfedchazet tvorba homodimeru RBOHB (Oda et al., 2010).
V pylovych lackach tabaku, které konstitutivné exprimovaly GTPasu NtRac5 pak byla
naméfena zvySena produkce ROS (Potocky et al., 2012).

Dalsim faktorem ovliviiujicim aktivitu NADPHoxidasy mize byt fosfolipasa D
asociovana s cytoplasmatickou membranou (obr. 4). Prace Zhang et al. (2009) ukazuje,
ze tato fosfolipasa hydrolyzuje fosfolipidy v membrané€ za vzniku fosfatidovych kyselin,
které se nasledné vaZou na postranni fetézce argininli V pozicich 149, 150, 156 a 157
u AtRBOHD. Tim dochazi k aktivaci enzymu. Tento mechanismus regulace byl objeven
pii studiu zavirani priaduchu A. thaliana po aplikaci abscisové kyseliny.
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Obr. 4: Mechanismy regulace rostlinné NADPHoxidasy. Cerné $ipky znaéi aktivaci a Gerné &ary
s tupymi konci inhibici. NADPHoxidasa je aktivovana vapenatymi ionty, které se vazou
namotivy EF-ruky na N-konci NADPHoxidasy. Aktivaci fosforylaci zpusobuji CPKs
(Ca?* dependentni proteinkinasy) a proteinkinasa BIK1, ktera je asociovana s PRR komplexem
(receptor rozpoznavajici PAMP). PRR komplex reaguje na navazani PAMPs (molekuly
asociované s patogenem). K aktivaci ptispiva také GTPasa Racl a fosfolipasa asociovana
s cytoplasmatickou membranou. Mitogenem aktivované proteinkinasy (MPKs) mohou aktivovat
¢i zastavit expresi geni RBOH. NADPHoxidasa je inhibovana oxidem dusnatym procesem
S-nitrosylace. SOD - superoxiddismutasa, RBOH - respiratory burst oxidase homologue
(ptepracovano podle Liu a He, 2016).



2.1.1.2 Subcelularni lokalizace NADPHoxidas

RBOHD se nachazi v cytoplazmatické membrané. Ve studii Noirot et al. (2014)
byla sledovana lokalizace RBOHD v tabakovych bunkach BY-2 po elicitaci
kryptogeinem. Pomoci fizniho proteinu GFP a imunochemického znaceni byl tento
enzym nalezen v cytoplasmatické membrané v podobé klastrii a také v okrajovych
¢astech Golgiho aparatu. Hodinu po aplikaci kryptogeinu byl u bun€k pozorovan 50%
narust piitomnosti RBOHDS V cytoplazmatické membran¢, naopak v intracelularnich
kompartmentech vyskyt NADPHoxidasy klesal. Vysledky této prace naznacuji,
ze vlivem elicitace dochazi v tabdkovych builkkdch ke zvySené intenzité pfenosu
NADPHoxidas z Golgiho aparatu do cytoplazmatické membrany. Produkce ROS v rané
fazi obranné reakce je zpisobena RBOHs jiz pfitomnymi v membrané, nasledny pokles
produkce je zplisoben zdménou aktivovanych enzymti za neaktivni z intracelularnich
prostor.  Pfitomnost klastri NADPHoxidasy v cytoplasmatické  membrané
by pak vysvétlovala vysledky prace Lherminier et al. (2009), kde byla u stejnych bunék
po elicitaci kryptogeinem pozorovana produkce ROS pouze v urcitych mistech
na membrang. In vitro studie RBOHB z ryze seté (Oda et al., 2010) ukazala schopnost
tohoto proteinu tvofit dimer. RBOHD vV tabdku pravdépodobné funkéni dimery vytvaii
(Noirot et al., 2014).

Vyzkum transgenniho huseni¢ku rolniho, unéhoz byl RBOHD oznaéen zelenym
fluorescenénim proteinem (GFP) ukazal, ze RBOHD se v cytoplazmatické membrané
vyskytuje ve formé monomert a dimerd (Hao et al., 2014). Piidavek inhibitoru
vesikularniho transportu odhalil pfitomnost RBOHD ve vesikulech a také zavislost
ptitomnosti NADPHoxidas Vv cytoplasmatické membrané na vesikularnim pienosu.
Aplikace inhibitoru NADPHoxidas difenylenjodonium chloridu (DPI) vedla ke sniZeni
lateralni mobility RBOHD v membran¢ a také k mensimu zastoupeni jeho dimerni formy.
Naopak nariist intracelularni koncentrace Ca®* iontdi a zvy$ena mira fosforylace zptisobila
zvySenou mobilitu a zvysené procentualni zastoupeni dimeru RBOHD v cytoplasmatické
membrané. Pfi plisobeni salinitniho stresu byla pozorovana zvysSend mira degradace
tohoto enzymu ve vakuolach.

Byl prokazan také vyznam membranovych mikrodomén v lokalizaci NADPHoxidas.
Sterol-deficientni mutanti A. thaliana vykazovali nizkou produkci ROS diky znemoznéni
zacilit NADPHoxidasy do cytoplasmatické membrany, kterd ma v ptipadé¢ téchto mutanti

odlisné slozeni (Posé et al., 2009).



Celkové lze tedy soudit, ze transport NADPHoxidas z intracelularnich kompartmentt
do cytoplazmatické membrany a zpét hraje kliCovou roli pii regulaci aktivity téchto
enzymil a zachovani redoxniho potencidlu membrany pfi vystaveni rostliny stresovym

faktoram.

2.1.1.3 NADPHoxidasy v Nicotiana tabacum

V cDNA knihovné tabakovych listil, které byly oSetfeny kryptogeinem, byl nalezen gen
pouze pro jedinou isoformu NADPHoxidasy, ktery byl pro svou vysokou homologii
S AtRBOHD oznacen jako NtRBOHD (Simon-Plas et al., 2002). Tato isoforma
NADPHoxidasy je zodpovédna za produkci ROS v tabakovych buiikach po aplikaci
kryptogeinu (Lherminier et al., 2009). VV genomu N. tabacum byly nalezeny dvé kopie
genu NtRBOHD, které byly oznaceny jako RBOHD1 a RBOHD2. N. tabacum
je allotetraploidni druh vznikly hybridizaci diploidnich N. tomensiformis a N. sylvestris
(Leitch et al., 2008). Tyto diploidni druhy obsahuji pouze 1 gen RBOHD. Porovnanim
sekvenci byla nalezena shoda mezi RBOHD z N. sylvestris a RBOHD1, respektive
RBOHD zN. tomensiformis a RBOHD2. U Geni RBOHD1 aRBOHD2
je pak nukleotidova sekvence identicka z 96,7 % a aminokyselinova z 98,4 %. Hodinu
po aplikaci kryptogeinu k tabakovym buiikdm BY-2 byl pozorovan nartst exprese obou
homologt (Noirot et al., 2014).

2.1.2 Oxidativni vzplanuti pri interakci rostlina-patogen

Prvni linie obranné reakce rostliny proti patogenim je ozna¢ovana jako PTI (pathogen-
triggered immunity). Je spusténa specifickymi receptory v membrané (PRR), které
rozpoznavaji molekuly spojené s patogenem (PAMP). Rada patogenti viak produkuje
také efektorové molekuly, které tuto linii obranné reakce potlacuji. V takovém piipade
muze byt u rostliny spusténa také druha linie obranné reakce, ktera je zprostfedkovana
R proteiny, které jsou schopny efektorové molekuly rozeznat. Druhéd linie obrany
je oznacovana jako ETI (effector-triggered immunity; Jones a Dangl, 2006).

Rozpoznani elicitind, které vystupuji jako PAMPs, je umoznéno pomoci
transmembranovych proteini BAKI1 a SOBIRI identifikovanych v Solanum
lycopersicum a N. benthamiana (Peng et al., 2015). V S. microdontum jsou elicitiny
rozpoznavany specifickym receptorem ELR (Du et al., 2015). Receptory spoustéji
obrannou reakci, ktera je doprovazena influxem Ca?' iontfl, aktivaci NADPHoxidas

a prvni fazi oxidativniho vzplanuti. V této fazi vSak nedochazi k hypersenzitivni reakci



(Chaparro-Garcia et al., 2011). Receptory také zpusobuji aktivaci MAPK signalni
kaskady. Kinasy vtéto kaskad¢ fosforyluji specifické transkripéni faktory
WRKY7/8/9/11, coz vede ke zvySené expresi geniit RBOH a spusténi druhé faze
oxidativniho vzplanuti (obr. 5). Tato faze oxidativniho vzplanuti vede k hypersenzitivni
reakci (Adachi et al., 2015).

Oomycety rodu Phytophthora produkuji také efektory. Prozatim byl odhalen
molekularni uéinek pouze efektoru AVR3aK! z patogenu Phytophthora infestans. Tento
efektor stabilizuje E3 ubiquitin ligasu CMPG1. To vede k potlac¢eni hypersenzitivni

reakce vyvolané infestinem (Gilroy et al., 2011).
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Obr. 5: Schéma aktivace produkce ROS prostiednictvim elicitint. Elicitiny jsou rozpoznavany
v Solanum microdontum receptorem ELR. Ten je asociovan s koreceptory BAK1/SERK3
a SOBIR1. Dochazi k influxu Ca?* iontti, aktivaci MAPK kaskady, aktivaci RBOH a k 1. fazi
oxidativniho vzplanuti. MAPK signalni kaskada aktivuje expresi RBOH pftes transkripcni faktory
WRKY. To vede k2. fazi oxidativniho vzplanuti a k spusténi bunééné smrti. Oomyceta
Phytophthora infestans produkuje efektor AVR3a, ktery zastavuje bunéénou smrt stabilizaci
E3 ubiquitin ligasy CMPG1 (ptevzato z Derevnina et al., 2016).



2.2 Antioxida¢ni mechanismy v rostliniach

ROS zpusobuji v rostlinnych bunkéach oxidativni poskozeni proteinti, lipida, sacharida
a DNA, coz miize vést az k bunécné smrti. Jako ochranu pred toxickymi ucinky ROS
si rostliny vyvinuly fadu enzymovych i neenzymovych antioxida¢nich mechanismd.
Rada enzymt a nizkomolekularnich antioxidantli pracuje v souinnosti a vytvaii
tak metabolické drahy, které reguluji hladiny ROS v rostlinaich. Mezi takovéto
detoxifikaéni drahy patii naptiklad cyklus voda-voda, ktery probiha v chloroplastech
za ucasti specifickych enzymut. Prvnim krokem cyklu je fotooxidace vody na kyslik,
elektrony jsou z fotosystému II pfenaseny ptes dalsi fotosystémy na feredoxin nebo
vmensi mife na kyslik ve stromatu za vzniku superoxidu, ktery je pifeveden
superoxiddismutasou (EC 1.15.1.1, SOD) na peroxid vodiku a kyslik. Peroxid vodiku
je dale redukovan na vodu za katalyzy tylakoidni askorbatperoxidasou (EC 1.11.1.11,
obecné APX, dle lokatizace tAPX). Dalsim mechanismem zapojenym v detoxifikaci ROS
je glutathionperoxidasovy cyklus (obr. 6). Nemén¢é vyznamnym antioxidaénim systémem
je také askorbat-glutathionovy cyklus, ktery slouzi k efektivni detoxifikaci peroxidu
vodiku (Asada, 1999; Mittler, 2002).

qu + - 9 Psl + 02'

MDA H,0, H,0, GSSG NAD(P)*

Fd x

A. AA H,0 B. H,0 GSH NAD(P)H
Obr. 6: Piiklad antioxida¢nich cyklu v rostlinach. A: cyklus voda-voda, ktery eliminuje ROS
vznikajici v tylakoidech chloroplasti. Superoxid, vznikajici ve stromatu chloroplastii po pfenosu
elektronti z fotosystému I (PSI) na kyslik, je pfeveden superoxiddismutasou (SOD) na peroxid
vodiku a kyslik. Peroxid vodiku je redukovan na vodu tylakoidni askorbatperoxidasou (tAPX).
Askorbat (AA) je pritom oxidovan na monodehydroaskorbat (MDA), ktery je zpétn¢ redukovan
ferredoxinem (Fd). B: glutathionperoxidasovy cyklus, ve kterém je detoxifikovan peroxid vodiku.
V procesu je nejprve redukovan peroxid vodiku na vodu za soucasné oxidace glutathionu

enzymem glutathionperoxidasou (GPX). V dalsim kroku je glutathion opét redukovan
glutathionreduktasou (GR) za tcéasti NAD(P)H (piepracovano podle Mittler, 2002).
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2.2.1 Askorbat-glutathionovy cyklus

Mezi nejvyznamnéjsi rostlinné antioxidanty patii askorbat a  glutathion.
Askorbat je substratem pro enzym APX, ktery katalyzuje oxidaci askorbatu za soucasné
redukce peroxidu vodiku na vodu. Vznikajici monodehydroaskorbat (MDHA)
je pfeménovan enzymem monodehydroaskorbatreduktasou (EC 1.6.5.4, MDHAR)
zpétna askorbat za ucasti NAD(P)H (jako donor elektronit muze v nékterych
piipadech vystupovat také cytochrom b nebo ferredoxin). MDHA je nestabilni radikal,
ktery rychle disproporcionuje na askorbat a dehydroaskorbat (DHA). DHA je redukovan
na askorbat enzymem dehydroaskorbatreduktasou (EC 1.8.5.1, DHAR) pomoci
redukovaného glutathionu (GSH) jako substratu. Vytvafeny oxidovany glutathion
(GSSG) je v nasledujici reakci pfeménén opét na GSH enzymem glutathionreduktasou
(EC 1.6.4.2, GR). Sled téchto reakci vedoucich k odstranéni toxického peroxidu vodiku
je oznacovan jako askorbat-glutathionovy cyklus (obr. 7).

Tento cyklus je kli¢ovy nejenom pro efektivni detoxifikaci peroxidu vodiku, ale také
pro uchovani stability enzymu askorbatperoxidasy, ktery je v nepfitomnosti askorbatu
labilni. Enzymy askorbat-glutathionového cyklu jsou lokalizovany v cytosolu,
mitochondriich, chloroplastech a peroxisomech (Asada, 1992; Noctor a Foyer, 1998).

2 GSH

1

H:0 V.
DHA NADP-

|
B

H:0: GSSG NADPH+H-

Obr. 7: Askorbat-glutathionovy  cyklus.  Disproporcionace = monodehydroaskorbatu
na dehydroaskorbat a askorbat probiha neenzymaticky, ostatni reakce jsou katalyzovany enzymy.

AA - askorbat, APX - askorbatperoxidasa, DHA — dehydroaskorbat, DHAR
- dehydroaskorbatreduktasa, GR - glutathionreduktasa, GSSG - oxidovany glutathion, GSH -
redukovany glutathion, MDHA - monodehydroaskorbat, MDHAR -

monodehydroaskorbatreduktasa (pfevzato z Noctor a Foyer, 1998).
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2.2.1.1 Askorbatperoxidasa

Askorbatperoxidasa (APX) je hemova peroxidasa tfidy I, ktera katalyzuje redukci
peroxidu vodiku za soucasné oxidace dvou molekul askorbatu na monodehydroaskorbat
(rovnice 1). V mechanismu katalyzované reakce dochazi nejprve k redukci peroxidu
vodiku a oxidaci hemového Zeleza za vzniku porfyrinového radikalu (oznacen jako R)
s oxyferrylovou skupinou (rovnice 2). Pro navrat peroxidasy do puvodniho stavu
jsou nutné dv¢ jednoelektronové redukce askorbatem, kdy je nejprve redukovan radikal
a poté oxyferrylova skupina zpét na trojmocné zelezo dle rovnice 3 a4 (Mandelman et al.,
1998).

1. 2 askorbat + H,O2 — 2 monodehydroaskorbat + 2 H,O

2. H,02 + APX (Fe**) R — Ho0 + APX (Fe**=0) R-

3. APX (Fe**=0) R- + askorbit — monodehydroaskorbat + APX (Fe**=0) R
4. APX (Fe**=0) R + askorbat — monodehydroaskorbat + APX (Fe**) R

Jedna se o klicovy enzym askorbat-glutathionového cyklu, ktery se v rostlinnych
buiikdch  vyskytuje v nékolika isoformach. Membranové véazané isoformy
jsou lokalizovany v peroxisomech, glyoxysomech (mAPX) a v tylakoidu chloroplastt
(tAPX), volné isoformy se nachazeji v cytosolu (CAPX), mitochondriich (mitAPX)
a ve stroma chloroplasti (SAPX; Shigeoka et al., 2002). Jednotlivé isoformy APX
jsou cileny do organel podle specifickych peptidi nachazejicich se na C- nebo N- konci
proteinu (Teixeira et al., 2004). mAPX a mitAPX maji shodnou molekulovou hmotnost
31 kDa; tAPX ma 37,7 kDa a sAPX 33,2 kDa. cAPX se vyskytuje ve formé homodimeru
skladajiciho se z podjednotek o molekulové hmotnosti 28 kDa (Shigeoka et al., 2002).

APX je velmi nestabilni, a to zejména V prostredi, kde je koncentrace askorbatu nizsi
nez 20 mikromolarni. K inaktivaci vsak nedochazi v anaerobnim prostiedi. APX
je inhibovana kyanidy a azidy, které se vazou na atom Zeleza hemové skupiny enzymu,
p-chloromerkuribenzodtem, ktery modifikuje thiolové skupiny proteinu, a také
specifickymi  sebevrazednymi  substraty  p-aminofenolem,  hydroxylaminem
a hydroxymocovinou. In vitro donorem elektronii pro membranové vazané APX mize
byt kromé askorbatu také guajakol a pyrogallol (Asada, 1992). Tento enzym ma mnohem
vyssi afinitu k peroxidu vodiku (mikromolérni koncentrace) nez jiné antioxidacni
enzymy, jako je katalasa nebo superoxiddismutasa (Gill a Tuteja, 2010). Exprese gent
pro APX je pletivoveé specifickd a zavisi na vyvojovém stadiu rostliny, zaroven je také
ovlivnéna pusobenim stresovych faktord na rostlinu (Caverzan et al., 2012).
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2.2.1.1.1Regulace aktivity askorbatperoxidasy

Aktivita APX je regulovana prostiednictvim oxidu dusnatého. Husenic¢ek rolni péstovany
Vv prostfedi syntetického auxinu vykazoval snizenou miru aktivity a nizsi podil S-
nitrosylovan¢ APX oproti kontrole. Rekombinantni AtAPX pak po pusobeni
nitrosyla¢niho ¢inidla CysNO vykazovala vyssi aktivitu (Correa-Aragunde et al., 2013).
AtAPX obsahuje pét cysteinovych residui. Dalsi studie (Yang et al., 2015) prokazala
S-nitrosylaci dvou cysteini v pozicich 32 a 49 tohoto enzymu. Narust aktivity
pak zpisobila S-nitrosylace cysteinu 32, modifikace na cysteinu 49 aktivitu enzymu
neovlivnila. Oxid dusnaty zpisobuje narust aktivity také u tfi isoforem APX z hlizek
korenu soji (Keyster et al., 2011). In vitro studie rekombinantni APX z hrachu prokazala
zvySenou aktivitu tohoto enzymu vlivem S-nitrosylace. Cytosolarni forma hrachové APX
obsahuje pouze jedno cysteinové residuum v pozici 32, kde dochazi
k S-nitrosylaci. Dale bylo zjisténo, ze k inhibici aktivity APX dochazi i vlivem nitrace.
Nitrace byla zaznamenana u tyrosini v pozici 5 a 235 (obr. 8). Byl pozorovan také pokles
aktivity po pfidavku redukovaného glutathionu, coz mtze byt zptisobeno procesem S-
glutathionylace. Byla prokazana S-nitrosylace APX in vivo pusobenim salinitniho stresu
(Begara-Morales et al., 2014). Chemicka modifikace cysteinu 32 v hrachové APX
Ellmanovym c¢inidlem zabranila navazani askorbatu a vedla tak ke ztrat¢ enzymové
aktivity. SniZzenou aktivitu vykazoval mutantni enzym, kde byl cystein 32 nahrazen

za serin (Mandelman et al., 1998).

Obr. 8: Struktura homodimeru cytosolarni aksorbatperoxidasy z hrachu setého. Na jedné
z podjednotek cytosolarni askorbatperoxidasy je vyznacen cystein 32, ktery je S-nitrosylovan.

Zobrazeny jsou také tyrosiny 5 a 235, na nichz dochazi k nitraci (pfevzato z Begarra-Morales
etal., 2014).
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V jiné praci je ovSem pozorovan naopak pokles aktivity tabakové APX pisobenim
donortt NO. Je zde diskutovdna moznost inhibice navazdnim oxidu dusnatého na atom
zeleza hemové skupiny (Clark et al., 2000). Tabakové buiky BY-2 vystavené ptisobeni
peroxidu vodiku vykazovaly zvySenou miru S-nitrosylace CAPX a zaroven byl naméien
pokles jeji aktivity (obr. 9). S-nitrosylace mize byt také signalem pro ubikvitinylaci
a naslednou degradaci proteint. ZvySena ubikvitinylace enzymu vyvolana oxidem
dusnatym byla vtomto piipadé potvrzena. Pokles aktivity vlivem S-nitrosylace
byl prokazan také in vitro inkubaci purifikované cAPX s GSNO (S-nitrosoglutathion;
de Pinto et al., 2013).

Cystein v pozici 32 je vysoce konzervovan v APX ruznych rostlinnych druht
a nachazi se ve vazebném misté pro askorbat. Z dosavadnich studii je patrné, ze APX
je v rostlinach regulovana zejména pies tento cystein. Tabakova APX obsahuje také dalsi
cysteinova residua, jejichz modifikace S-nitrosylaci ve vysledku patrné zptsobi pokles

aktivity enzymu.
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Obr. 9: Cytosolarni askorbatperoxidasa (CAPX) z tabakovych bunék BY-2 je regulovana
procesem S-nitrosylace. Peroxid vodiku indukuje nartGst hladin oxidu dusnatého (NO)
a S-nitrosoglutathionu (GSNO). To vede k S-nitrosylaci cytosolarni askorbatperoxidasy (CAPX-
SNO) a kpoklesu jeji aktivity. S-nitroso skupina je spolu s oxida¢nim stresem signalem
pro ubiqvitinylaci a naslednou degradaci enzymu. Pokles koncentrace a aktivity APX vede
k akumulaci reaktivnich forem kysliku (ROS) v buiikach (piepracovano podle de Pinto et al.,
2013).

H,0,
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2.2.1.2 Monodehydroaskorbatreduktasa

Monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR) patii do tfidy oxidoreduktas a katalyzuje
reakci dle rovnice 5. MDHAR vyuziva FAD jako kofaktor. Enzym ma vétsi afinitu
k NADH jako donoru elektronit (Km = 5 umol/l) nezZ k NADPH (K = 22-200 pmol/l)
a je vysoce specificky pro monodehydroaskorbat. V prvnim kroku katalytického cyklu
dochazi ke dvouelektronové redukci FAD za vzniku pifechodového komplexu (rovnice
6). Zredukovaného enzymu jsou poté elektrony pievedeny na dvé molekuly
monodehydroaskorbatu, kdy v mezikroku vznika semichinonova forma piechodového
komplexu dle rovnic 7 a 8 (Hossain a Asada, 1985; Kobayashi et al., 1995; Sano et al.,
1995). Monodehydroaskorbat ti¢astnici se reakce je produkovan enzymem APX a vznika

také ptimou reakci askorbatu se superoxidovym ¢i hydroxylovym radikalem.

5. MDHA + NAD(P)H + H* — askorbat + NAD(P)*

6. E-FAD + NAD(P)H + H* — E-FADH,-NAD(P)*

7. E-FADH,-NAD(P)* + MDHA — E-FADH-NAD(P)* + askorbat + H*
8. E-FADH-NAD(P)* + MDHA+ H* — E-FAD + askorbat + NAD(P)*

MDHAR se vyskytuje Vv rostlinnych buitkach ve dvou isoformach — cytosolarni
(47 kDa) a chloroplastova, jejiz molekulova hmotnost je pfiblizné 55 kDa (Asada, 1999).

Ferredoxin je schopny redukovat monodehydroaskorbdt mnohem uéinnéji
nez MDHAR pomoci NAD(P)H. V tylakoidech chloroplastii proto dochazi k redukci
MDHA pravé ferredoxinem, ktery je zde lokalizovan (Miyake a Asada, 1994).

Aktivita MDHAR je regulovana oxidem dusnatym. Studie rekombinantni hrachové
MDHAR objevila inhibi¢ni efekt S-nitrosylacnich a nitraénich ¢inidel. S-nitrosylovany
byly cysteiny v pozicich 68 a 197, nitrace probihala u tyrosinti v polohach 213, 292 a 345
(obr. 10). Dle pocitacového modelu zpuisobuje nitrace tyrosinu 345 inhibici enzymové
aktivity. Pripravena mutantni forma enzymu Y345F pak byla nete¢nd vié¢i pasobeni
nitra¢niho ¢inidla. Tyrosin 345 se nachazi v blizkosti histidinu 313, ktery je zapojeny
v navazani NAD(P), nitrace tyrosinu tedy pravdépodobné znemoziiuje navazani tohoto
kofaktoru. Cystein 68 je vysoce konzervovany u rostlinnych MDHAR, a proto patrné
dochazi k regulaci enzymové aktivity S-nitrosylaci pravé v této pozici (Begara-Morales
et al., 2015).
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Obr. 10: Pocitacovy model monbdehydroaskorbétreduktasy z Pisum sativum. V modelu enzymu
jsou oznaceny kofaktory FAD a NAD*. Zvyraznéna jsou také cysteinova a tyrosinova residua,
u nichz dochazi k S-nitrosylaci, resp. k nitraci (ptevzato z Begara-Morales et al., 2015).

2.2.1.3 Dehydroaskorbatreduktasa

Dehydroaskorbatreduktasa (DHAR) je enzym 0 molekulové hmotnosti 23 kDa schopny
katalyzovat reakci podle rovnice 9. Dehydroaskorbat vznika spontanni disproporcionaci
monodehydroaskorbatu (rovnice 10). Monodehydroaskorbat je nestabilni radikal, a proto

probiha jeho disproporcionace velmi rychle, rychlost této pfemény navic roste

s klesajicim pH v butice (Asada, 1999).

9. DHA + 2 GSH — askorbat + GSSG
10. MDHA + MDHA — DHA + askorbat

DHAR je inhibovana S-nitrosylaci. Touto posttransla¢ni modifikaci jsou ovlivnény

cysteiny 20 a 147, které jsou klicové pro katalytickou aktivitu enzymu (Kato et al., 2013).

2.2.1.4 Glutathionreduktasa

Glutathionreduktasa (GR) je flavoproteinova oxidoreduktasa, ktera je kli¢ova pro udrzeni
stalé hladiny redukovaného glutathionu v bunkach (rovnice 11). Enzym je lokalizovan
predevsim v chloroplastech, mensi mnozstvi se nachazi také v cytosolu, mitochondriich
a peroxisomech (Edwards et al., 1990). GR byla izolovana z mnoha rostlinnych druht
jako 100-120 kDa homodimer s molekulovou hmotnosti podjednotek v rozmezi 53-59
kDa (Romero-Puertas et al., 2006).

11. GSSG + NAD(P)H + H* — 2 GSH + NAD(P)*

Rostlinnd GR neni vyznamné ovlivnéna S-nitrosylaci ani nitraci (Begara-

Morales et al., 2015).
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2.3 Elicitiny

Elicitiny jsou proteinové elicitory ptivodem z organismi rodu Phytophthora a Pythium.
Tyto malé 10 kDa proteiny jsou schopné vazat steroly a mastné kyseliny (Mikes et al.,
1998). Jejich spole¢nym znakem je konzervovana doména slozena z 98 aminokyselin.
Ta je zpevnéna tiemi disulfidickymi mistky a je charakteristicka vysokym zastoupenim
aminokyselin serinu a threoninu, které tvoii az 30 % z celkového poétu aminokyselin.
Elicitiny neobsahuji tryptofan, histidin, arginin a signalni peptid, ktery je posttranslacné
odstranén. Elicitiny se vazou na specificka vazebna mista na cytoplasmatické membrané
(Bourque et al., 1998). Tyto proteiny jsou rozpoznavany nékterymi rostlinami z ¢eledi
lilkovitych, brukvovitych, bobovitych, révovitych a dalsich (Derevnina et al., 2016).
U tabaku pak elicitiny mohou vyvolat ruzn¢ intenzivni hypersenzitivni reakci (HR)
a systémove ziskanou resistenci (Pernollet et al., 1993).

Elicitiny jsou déleny do tii tfid (tab. 1). Prvni tfida zahrnuje elicitiny, které obsahuji
pfesné 98 aminokyselin, a je dale délena na dvé podtiidy. Elicitiny podtfidy la jsou
kyselé, coz je zpusobeno mensim poctem bazickych aminokyselin ve struktuie (2-4
lysiny). Naopak elicitiny podttidy Ip jsou bazické a obsahuji 6-7 lysinti. Tyto podttidy se
lisi také nekrotickou aktivitou, kdy If elicitiny jsou mnohem efektivngjsi pti indukci
nekrozy nez elicitiny lo. Rozdilné schopnosti elicitinti indukovat obrannou reakci jsou
spojeny s jejich celkovym elektrickym nabojem, ktery je ovlivnén zejména pozici 13
Vv polypeptidovém fetézci. Vysvétleni je takové, Zze u elicitinu s kyselym pl je patrné
omezena difuse pfi fyziologickém pH bunécné stény rostlinné buniky, které se pohybuje
okolo 5,8. Elicitiny I tfidy jsou pomérné dobie rozpustné ve vod¢ (az pres 150 mg/ml;
Boissy et al., 1999). Do tiidy II patii velmi kyselé elicitiny s kratkym C-terminalnim
koncem. Elicitinim podobné proteiny obsahuji krom¢ konzervované domény také
C-konec o velikosti 65-101 aminokyselin a jsou fazeny do tfidy III (Kamoun et al.,
1997a). Dle fylogenetické pribuznosti mohou byt elicitiny rozdéleny do 17 skupin (Jiang
et al., 2006a).
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Tab. 1: Jednotlivé tfidy elicitind a jejich charakteristika (pfevzato z Oswald et al., 2014).

Trida  Pocet Charakteristika Isoelektricky bod Zastupce
aminokyselin

I 98 Pozice 13: wvalin Kysely (4-5) Infestin
(hydrofobni)

1p 98 Pozice 13: lysin Bazicky (7,5-8,5) Kryptogein
(hydrofilni)

| 103-104 Velmi kysely HAEL-cin

(3.5)
11 163-199 Kysely Y-megaspermin

2.3.1 Kryptogein

Kryptogein (Cry) je globularni bazicky protein produkovany patogenem Phytophthora
cryptogea. Jeho molekulova hmotnost je dle MALDI-MS 10386 kDa. Vysledky
z rentgenostrukturni analyzy a NMR tohoto proteinu ukazuji, Ze jeho struktura je tvofena
6 a-helixy, které jsou tvofeny aminokyselinami v pozicich 5-18, 22-30, 44-51, 54-66, 84-
89 a 92-97, dvouvldknovym antiparalelnim [-sklddanym listem (aminokyseliny
vpozicich 73-75 a 80-82) a Q-smyckou (pozice 33-42; obr. 11).
a-helixy tvoii ptiblizné 56 % celkové struktury Cry. Ve stfedu proteinu se nachazi
hydrofobni dutina, ktera je propojena s povrchem prostfednictvim tunelu. Helixy jsou
soustiedény pouze na jedné strané¢ molekuly a vytvari strukturu podobnou opasku.
Q-smycka a B-skladany list jsou provazany dvéma vodikovymi mustky a vytvari strukturu
podobnou zobdku, ktera je mezi elicitiny vysoce konzervovand a je vyznamna
pro stabilitu proteinu. Celkova struktura je zpevnéna také tfemi disulfidickymi mustky.
Kryptogein obsahuje také solny mustek mezi D21-K62, ktery vaze kratkou smycku mezi
helixy 1 a 2 s helixem 4 (Boissy et al., 1996; Fefeu et al., 1997).

Kryptogein je schopny véazat do své hydrofobni dutiny steroly, dokaze je také pfenaset
ptes lipidové membrany (Mikes et al., 1997), mize dale vazat také mastné kyseliny
(Osman et al., 2001a). Zaroven dokaze odebirat steroly pfimo z cytoplazmatické
membrany tabakovych bunék (Vauthrin et al., 1999). Kryptogein je schopen vytvaiet
funk¢éni homodimer, ktery je méné biologicky aktivni (Uhlikova et al., 2016).
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Obr. 11: Struktura kryptogeinu. Tento globularni protein je tvofen 6 a-helixy, dvouvlaknovym
antiparalelnim B-skladanym listem a Q-smyckou. Struktura je zpevnéna disulfidickymi mistky,
které jsou oznaCeny Sipkami. Cysteiny tvofici disulfidické mustky jsou zvyraznény cervené
(ptevzato z Derevnina et al., 2016).

Kryptogein se vaze na 162 a 50 kDa N-glykoproteiny v cytoplazmatické membrané
tabakovych bunék (Bourque et al., 1999). Po rozpoznani kryptogeinu specifickymi
receptory v tabakovych buiikach dochazi k aktivaci proteinkinas. To vede k influxu Ca?*
iontt, které¢ aktivuji produkci ROS prostfednictvim NADPHoxidasy (obr. 12).
Pozorovana je také alkalizace extracelularniho pH (Lecourieux-Ouaked et al., 2000).
Dochazi k akumulaci fosfatidovych kyselin, které také aktivuji NADPHoxidasu (Cacas
et al., 2016). Kryptogein indukuje také eflux aniontii, ktery zpisobuje depolarizaci
cytoplazmatické membrany, coz vede k inhibici transportéri aminokyselin (Pugin et al.,
1997). Pozorovana je také Ca?*-dependentni inhibice transportu glukosy (Bourque et al.,
2002). Vlivem kryptogeinu dochazi k produkci oxidu dusnatého a peroxodusitanu. ROS
spolu s oxidem dusnatym mohou spoustét buné¢nou smrt (Kulik et al., 2015). Aktivovana
je také MAPK signalni draha (Lamotte et al., 2004). V tabakovych bunkach dochazi
vlivem kryptogeinu k akumulaci fytoalexinu kapsidiolu a k expresi obrannych gent
(Pleskova et al., 2011). Kryptogein zpusobuje zvySeni fluidity a organizovanosti
plasmatické membrany (Gerbeau-Pissot et al., 2014). Kryptogein je schopny indukovat
HR a systémove ziskanou resistenci (SAR) v rostlindch tabaku (Ricci, 1997). Transgenni
rostliny tabaku exprimujici kryptogein pod inducibilnim promotorem jsou vice resistentni

proti nékterym houbovym patogenim (Keller et al., 1999).
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Obr. 12: Pfenos signalu v tabakovych buiikach po aplikaci kryptogeinu. Po navazani kryptogeinu
na receptor jsou inhibovany proteinfosfatasy (PP) a aktivovany proteinkinasy (PK). To vede
k influxu vapenatych iontl. Ca?" ionty inhibuji transport glukosy (Glc) a aktivuji enzym
NADPHoxidasu (NtRBOHD) zodpovédny za produkci reaktivnich forem kysliku. Dale dochazi
k aktivaci mitogenem-aktivované proteinkinasové signalni drahy (MAPK). Pozorovan je eflux
aniontd a K* iontl, depolarizace membrany, depolymerace mikrotubuld, inhibice transportu
aminokyselin, alkalizace extracelularniho pH a pokles intracelularniho pH. Prostfednictvim
cyklické ADP-ribosy (cADPR) dochazi k vyplaveni Ca?* iontl z vakuol. Spusténa je exprese
obrannych genti (pfevzato z Garcia-Brugger et al., 2006).

2.3.1.1 Modifikace ve struktuie kryptogeinu

Studie zamétené na mutantni formy kryptogeinu mély za cil odhalit vztah mezi strukturou
a biologickym uc¢inkem kryptogeinu, jakozto modelového elicitinu tfidy . Transgenni
rostliny produkujici mutantni elicitin s vhodnymi vlastnostmi pod inducibilnim
promotorem by mohly byt vyuzivany v zeméd€lstvi pro zvyseni rezistence proti napadeni
patogenem. Vhodnymi kandidaty pro takovouto transformaci by mohl byt naptiklad lilek
brambor ¢i dalsi rostliny z Celedi lilkovitych, jejichz zemédélska produkce je Casto
decimovana patogenem Phytophthora infestans.

Ve studii Boissy et al., 1999 byl pfipraven mutantni kryptogein T1G/A2T/K13H.
Tento protein byl krystalovan spolu s navdzanym ergosterolem uvniti dutiny. Mutaci
doslo ke zvétseni hydrofobni dutiny uvnitt proteinu, coz bylo zplisobeno vystoupenim
Y87 na povrch proteinu. U tohoto mutantu byla pozorovana mirné€ zvysSena nekroticka

aktivita u rostlin tabaku ve srovnani s kryptogeinem.
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Nekteré prace se zaméfily na studium mutantni formy kryptogeinu K13V. Pozice 13
je charakteristicka pro I a Ia elicitiny a koreluje s jejich nekrotickou aktivitou. Zaména
lysinu za valin v této pozici vede ke snizeni pl proteinu. Tento mutant ma vyrazn¢ nizsi
nekrotickou aktivitu ve srovnani s kryptogeinem (O Donohue et al., 1995). Mutace vede
také k niZsi produkci ROS, alkalizace apoplastu tabakovych bunék je mirn€ intenzivné;jsi
(Hirasawa et al., 2004). Mutant vykazuje také 2x nizsi schopnost vazat steroly a mastné
kyseliny. Jeho schopnost pfenaset steroly je az 5x niz$i a mastné Kyseliny nejsou timto
proteinem piendseny vibec. V rostlinach tabaku je po aplikaci K13V pozorovana méné
vyraznd indukce SAR proti houbovému patogenu
P. parasitica, resistence proti bakterialnimu napadeni je vSak podobna jako pti pouziti
kryptogeinu. Po aplikaci K13V dochazi k méné intenzivni expresi obrannych geni
a produkci tabakového fytoalexinu kapsidiolu. Lysin 13 tedy hraje klicovou roli pfi
pfenosu steroll a mastnych kyselin pies membranu, jeho tloha pfi vazani sterolll je méné
vyznamnd. K poklesu schopnosti pfendset steroly dochédzi patrné proto, Ze zdména
v mutantu vede ke ztraté¢ kladného povrchového naboje v misté mutace a protein tak
nemuze spravné interagovat s cytoplasmatickou membranou (obr. 13; Pleskova et al.,

2011).

Obr: 13: Povrchovy naboj kryptogeinu a mutantu K13V. Pozice 13 je oznacena Zlutym kruhem.
Modra barva znac¢i kladny povrchovy naboj, cervend zaporny a Sedd neutrélni.
A: model kryptogeinu — povrch proteinu v misté K13 ma kladny naboj. B: model mutantu K13V
— povrch ma ve vyznalené cCasti proteinu neutralni naboj. Pro sestrojeni modelti byl pouzit
program PyMol v0.99 (pfevzato z Pleskova et al., 2011).
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Dale byli studovani také mutanti Y47F, Y47G a Y87F. Residuum tyrosinu 47 vytvafi
vodikovou vazbu s hydroxylovou skupinou sterolu, dochazi také k interakci
aromatickych kruhti. Nahrada tyrosinu za glycin resp. fenylalanin vede k zaniku
vodikového mustku a mensi stabilit¢ komplexu sterol-protein. Pii vzniku komplexu
protein-sterol dochazi k vychyleni tyrosinu 87 z hydrofobni dutiny na povrch proteinu.
Tyrosin muze byt vystaven vodnému prostfedi na povrchu molekuly, protoze obsahuje
hydrofilni hydroxylovou skupinu. Tato aminokyselina byla nahrazena fenylalaninem. Pii
navazani sterolu do mutantniho proteinu Y87F vznika diky mutaci sterické tieni, coz vede
k nizké stabilité tohoto komplexu. Ve srovnani s kryptogeinem byla schopnost mutanti
vazat steroly nizsi, a to v potfadi Y47F, Y47G a Y87F, ve stejném potadi klesala také
schopnost vazat se na cytoplazmatickou membréanu tabakovych bun¢k. Mutantni proteiny
zpusobily u tabakovych bunék slabsi influx Ca?" iontd a mirn&jsi alkalizaci pH ve
srovnani s wild-type kryptogeinem. V rostlinach tabaku pak mutanti vykazovali nizsi
nekrotickou aktivitu a mensi schopnost indukovat SAR (Osman et al., 2001b).

V praci Lochman et al., 2005 byli vytvofeni mutanti, u nichz byly zaménény
aminokyseliny tvofici hydrofobni dutinu proteinu — L15, L19, M35, L36, M59 a 163
(tab. 2). Po navazani sterolu dojde k mirné rotaci leucinu 15. Zaména za tryptofan rotaci
znemozni. Leucin 19 vytvaii hydrofobni interakci s lysinem 36. Zaména za arginin
zpusobi zménu elektrostatického naboje v mist¢ mutace a také zvySeni pl proteinu.
Leucin 36 vytvafi hydrofobni interakce se steroly. Methioniny 35 a 59 po vazbé sterolu
rotuji a ovliviuji tak velikost hydrofobni dutiny. Isoleucin 63 je konzervovan mezi vSemi
elicitiny a interaguje se steroly. Neprokazal se zadny vztah mezi schopnosti elicitinti vazat
steroly s jejich schopnosti vyvolat obrannou reakci u rostlin.

Prozkoumany byly také kryptogeiny L41F, V84F, L41F/V84F a L8OF/V84F
se zaménou v pozicich, které se nachazeji v hydrofobni dutiné proteinu a ovlivituji vazbu
sterold. Dle pocitatovych modell by zdména leucinu 41 a 80 za objemnou hydrofobni
aminokyselinu méla vést k preferenci kryptogeinu vazat steroly. Naopak zaiména valinu
84 povede k preferenci vazat mastné kyseliny (Dobes et al., 2004). Pfipravené mutantni
proteiny nevykazovaly zadnou nebo sniZzenou schopnost vazat a pienaSet mastné kyseliny
a steroly (tab. 2). Vsechny mutantni kryptogeiny pak byly méné nekroticky aktivni
a vedly k mirng&jsi akumulaci kapsidiolu a ROS. Zajimavé vlastnosti mél mutant V84F,
ktery 1 pfes neschopnost vazat steroly indukoval u tabaku produkci ROS a resistenci proti

patogenu témé&f na stejné urovni jako kryptogein. To je patrné zptuisobeno jeho vysokou
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afinitou ke specifickym vazebnym mistim na membrang, ktera je podobna jako
u kryptogeinu a ktera je v piipadé zbylych mutanti mnohem nizsi (Dokladal et al., 2012).

Kryptogein obsahuje Sest lysinovych residui, které jsou zodpoveédné za bazicky
charakter proteinu. Uhlikova et al., 2016 se zabyvala ulohou téchto lysinti v biologické
aktivité¢ kryptogeinu. Proto byly pfipraveny mutantni proteiny, u nichZ byly zaménény
lysiny 39, 48, 61, 94 za aminokyseliny, které se nachazeji v téchto pozicich u la elicitint
(tab. 2). VSechny z mutanti vykazovaly niz§i schopnost pfenaset steroly, vyjimkou byl
KO94T, ktery mél tuto schopnost vétsi. Byla prokdzana souvislost mezi schopnosti mutantt
vazat se na molekuly LTP (lipidy pfenasejici proteiny) a jejich schopnosti indukovat
nekrozu a SAR. 1 vtomto piipadé nebyl prokdzan vztah mezi vazebnou kapacitou
pro steroly a biologickou aktivitou. Ukazélo se také, Ze nekrotickd aktivita elicitinl roste

se vzristajicim pl.
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Tab. 2: Modifikace ve struktuie kryptogeinu a jejich vliv na schopnost elicitace. | - nizsi hodnota,
1| - vyrazng nizsi hodnota, 1 - vys$i hodnota, = - stejna hodnota, # - nema tuto vlastnost. LTP —
lipidy pfenasejici proteiny, NA - nekroticka aktivita, ROS - reaktivni formy kysliku, SAR -
systémov¢ ziskana resistence.

Mutace Strukturni vlastnosti Biologicka aktivita Zdroj
(ve srovndni s Kryptogeinem)  (ve srovndni s kryptogeinem)
K13V 1 pl, zména povrchového naboje 1 alkalizace O’Donohue et
V misté mutace, | vazba extracelularniho pH, al., 1995;
sterolti, | prenos sterolt pres 1| produkce ROS a NA, Hirasawa et al.,
membranu | akumulace kapsidiolu,  2004; Pleskova
| indukce SAR, | exprese etal., 2011
obrannych genti
T1G/ Mensi konformaéni zména v Q- Boissy et al,
A2T/ smycce, zvétseni dutiny uvnitt T NA 1999
K13H proteinu
Y4TF Nevznika vodikova vazba mezi | alkalizace Osman et al.,
sterolem a fenylalaninem 47, extracelularniho pH, 2001b
| vazba sterolti | influx Ca?* iont,
| indukce SAR, = NA
Y47G Nevznika vodikova vazba mezi | alkalizace
sterolem a glycinem 47, | vazba extracelularniho pH,
sterold | influx Ca?* iont,
1| indukce SAR, | NA
Y87F Nemoznost vychyleni # influx Ca?* iontd,
fenylalaninu 87 smérem ven # alkalizace
Z hydrofobni dutiny po navazani extracelularniho pH,
sterolu, || vazba steroli | indukce SAR, | NA
N93A Destabilizace lysinu 94 | produkce ROS, Hirasawa et al.,
a ovlivnéni tyrosinu 47, ktery | alkalizace 2004
tvoii vodikovou vazbu se steroly,  extracelularniho pH, | NA
| vazba sterold
M35W/ Velké sterické branéni uvnitf = produkce ROS, Lochman et al.,
M59W/ proteinu, tim dochazi = alkalizace 2005
163F k odpuzovani fenylalaninu 63, extracelularniho pH, | NA
valinu 84 a zvétseni hydrofobni
dutiny, 1 vazba sterold, | vazba
mastnych kyselin
L15wW/ Césteéné uzavieni vstupniho 1| produkce ROS,
L36F tunelu do hydrofobni dutiny, | alkalizace
Nevaze steroly ani mastné extracelularniho pH, 1 NA
kyseliny
M35F/  Mensi hydrofobni dutina, | vazba | produkce ROS, Lochman et al.,
M59W  sterolu, | vazba mastnych kyselin = alkalizace pH, | afinita ~ 2005;
k specifickym receptorim  Svozilova
na membran¢, | NA et al., 2009
M35W/  Mensi hydrofobni dutina, # vazba 1| produkce ROS,
M59W  sterold, | vazba mastnych kyselin | alkalizace

extracelularniho pH,
| afinita k specifickym
receptoriim na membrang,
I NA
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L19R 1 pl, zména elektrostatického # produkci ROS, alkalizaci
naboje v misté mutace, # vazba pH, || afinita
sterold, | vazba mastnych kyselin K specifickym receptorim
na membrané, T NA
L41F Prodlouzeni B-vlakna, L41 je | afinita k specifickym Dokladal et al.,
vysoce konzervovan a je klicovy  receptorim na membrané,  2012; Sandor et
pro vazbu na vysokoafinitni misto ~ # akumulace kapsidiolu,  al., 2016
na membrané, = pienos steroll | produkce ROS, | NA,
pfes membranu, = vazba sterola | indukce SAR
V84F | pienos steroltl pfes membranu, = afinita k specifickym
# vazba sterolii receptoriim na membrane,
| akumulace kapsidiolu,
= produkce ROS, = indukce
SAR, | NA
L41F/ Prodlouzeni B-vlakna, residuum | afinita k specifickym
V84F je 41 vysoce konzervovano a je receptorim na membrané,
kli¢ové pro vazbu na # akumulace kapsidiolu,
vysokoafinitni misto na # produkce ROS, # indukce
membrang, | pfenos sterolti pies SAR, | NA
membranu, # vazba sterold
L8OF/ podobné vlasnosti jako V84F podobné vlasnosti jako
V84F V84F
K39T 1 pl, | pfenos sterolii pies | NA, = indukce SAR Uhlikova et al.,
membranu 2016
K48T 1 pl, | ptenos sterolil pres | NA, = indukce SAR
membranu
K61T/ 1 pl, | pfenos steroli pies I NA, | indukce SAR
N70D/ membranu
D73G
K94T | pl, 1 pfenos steroli pies | NA, = indukce SAR,
membranu | tvorba heterodimeru
SLTP
K39T/ 1 pl, | pfenos steroli pies I NA, | indukce SAR,
K94T membranu # tvorba heterodimeru
SLTP
K48T/ | pl, | pfenos steroli pies I NA, | indukce SAR,
K94T membranu | tvorba heterodimeru
SLTP
K39T/ 1 pl, | pfenos steroli pies I NA, | indukce SAR
K48T/ membranu
Ko4T
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Biotin (Sigma-Aldrich, Némecko), Complete Mini EDTA-free protease inhibitor cocktail
tablets (Sigma-Aldrich, Némecko), D-mannitol (Lach-Ner, Ceskd republika),
difenylenjodonium chlorid (Sigma-Aldrich, Némecko), dihydrogenfosfore¢nan draselny
(Sigma-Aldrich, Némecko), dihydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko),
dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, Némecko), dithiotreitol (Sigma-Aldrich, Indie),
ethylendiamintetraacetat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko), fluorescein diacetat (Serva,
USA), GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (EURx, Polsko), GSNO
(S-nitrosoglutathion, pfipraven v laboratofi), hydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-
Aldrich, Némecko), chlorid draselny (Lach-Ner, Ceska republika), chlorid hofeénaty
(Lach-Ner, Ceska republika), chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika), chlorid
vapenaty (Lach-Ner, Ceska republika), kyselina fosfore¢na (Lachema, Ceska republika),
kyselina sirova (Lachema, Ceska republika), L-cystein (Sigma-Aldrich, Némecko), L-
glutamin (LOBA CHEMIE, Rakousko), luminol (Sigma-Aldrich, Némecko), MES-
hydrat (Sigma-Aldrich, USA), methylenova modf (), N6022 (Cayman Chemical, USA),
Murashige-Skoog médium s vitaminy dle Gamborga (Sigma-Aldrich, USA), NADPH
(Sigma-Aldrich, Némecko), pefabloc (Sigma-Aldrich, Némecko),
polyvinylpolypyrolidon (Sigma-Aldrich, Némecko), PTIO (Sigma-Aldrich, Némecko),
sacharosa (Sigma-Aldrich, USA), siran draselny (Lachema, Ceska republika),
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Svycarsko), Tris (Sigma-
Aldrich, Neémecko), Xceed gPCR SG 1-step 2x Mix (Institute of Applied
Biotechnologies, Ceska republika), XTT (Sigma-Aldrich, Némecko), Xylenolova oranz
(Sigma-Aldrich, Némecko).

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytick¢ vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA), automatické pipety
(Eppendorf, Némecko), Gel Doc EZ System (BIO RAD, USA), chlazena centrifuga
5415R (Eppendorf, Némecko), laminarni box Bioban-48 (Vetrotecnica, Italie),
magneticka michacka (IKA, Némecko), mikrodestickovy spektrofotometr Reader
Synergy HT (BioTek Instruments, USA), minitiepacka 3-D (BIOSAN, Litva), parni
sterilizator (Tuttnauer, Némecko), pH metr WTW 526 (inoLab, Némecko), predvazky
(KERN, Némecko), sucha inkubacni lazen (Major Science, USA), svételny mikroskop
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Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko), termocyklér gradientovy T100
(BIO RAD, USA), termocyklér CFX96 a analyzator CFX Touch Real-Time (BIO RAD,
USA), tiepacka chlazena stolni INNOV A (Eppendorf, Némecko), vakuova vyvéva D-lab
(Edwards, USA), vortex V-1 plus (BIOSAN, Litva).

3.3 Rostlinny material
Pro realizaci experimenti tykajicich se stanoveni nekrotické aktivity elicitinli byly
pouzity dva kultivary rostlin N. tabacum cv. Xanthi a N. tabacum cv. Samsun. Ostatni

experimenty byly realizovany s vyuzitim suspenzni kultury bun¢k N. tabacum cv. Xanthi.

3.3.1 Kultivace rostlinného materialu

Tabakové suspenzni kultury byly kultivovany pfi teploté¢ 25 °C a otackach 160 rpm
na ttepacce. Svételny rezim byl nastaven na 24 hodin den/O hodin noc. Bunky byly
kultivovany ve sterilnich 250 ml Erlenmayerovych baiikach obsahujicich 100 ml
Murashige-Skoog média (Murashige a Skoog, 1962). Pro zajisténi dostatecného mnozstvi
suspenzi pro experimenty byly bunky pravidelné¢ pasdzovany. Pasdzovani probihalo
za sterilnich podminek ve flowbloxu. Pasazovano bylo vzdy 25 ml 7 dni staré bunééné
suspenze do Cerstvého média. Pro experimenty byly pouzity bunééné suspenze 4 dny
po pasazovani, kdy se tabakova suspenzni kultura nachazela v exponencialni fazi riistové
kiivky.

Rostliny tabdku byly péstovany v kvétindCich se zahradnickym substratem.
Cast rostlin byla péstovana ve skleniku pfi teploté 25 °C a druha &ast ve fytotronu
pfi teploté 25 °C a svételnych podminkach 16 hodin den/ 8 hodin noc. V experimentech
byly pouzity 8tydenni rostliny.

Murashige-Skoog médium: 30 g sacharosy, 200 mg glutaminu a 4,4 g smési Murashige-
Skoog média s vitaminy dle Gamborga rozpustit v 900 ml destilované vody, ptidat 10 ml
zasobniho roztoku vitamini, 1 ml zasobniho roztoku kinetinu a 0,8 ml zasobniho roztoku
2,4-D. Upravit pH na 5,5-5,7; doplnit do 1 litru destilovanou vodou. Rozlit po 100 ml
do Erlenmayerovych ban¢k (250 ml) a autoklavovat.

Zasobni roztok vitaminii: pantothenat vapenaty (cm = 300 mg/l), glycin (cm = 200 mg/l),
kyselina listova (cm = 50 mg/l), biotin (cm = 5 mg/l) ve vodé.

Zasobni roztok kinetinu: Kinetin (Cm= 100 mg/1) ve vode.

Zasobni roztok 2,4-D: kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (cm = 220 mg/1) ve vode¢.
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3.3.2 Prace s buné¢nou suspenzi

Pii stanoveni viability (kapitola 3.5.3) byla buné¢na suspenze rozdélena na alikvoty do 50
ml Erlenmayerovych banék. V pfipadé ostatnich experimenti byly bunky odsaty
z kultivaéniho média, zvazeny a nasledné resuspendovany v ekvilibraénim médiu
vpoméru 1 g bunék/10 ml média. Poté byly rozdéleny na alikvoty do 50 ml
Erlenmayerovych ban€k a ponechdny ekvilibrovat na tfepackéch v kultivacnich
podminkach po dobu 1 hodiny.

Elicitiny byly k buné¢nym suspenzim aplikovany tak, aby byla jejich vysledna
koncentrace 5 nmol/l. Latky modulujici obrannou reakci rostlin (DPI, GSNO, PTIO,
N6022) byly ptidany vzdy 10 minut pfed pfidavkem elicitinti.

Pro experimenty v kapitolach 3.5.4, 3.5.5, 3.5.7 byly pouzity zamrazené a nadrcené
tabadkové bunky. Bunécné suspenze byly po inkubaci s elicitiny a latkami modulujicimi
obrannou reakci odsaty od ekvilibraéniho média a zmrazeny v tekutém dusiku. Poté byly
bunky za stalého chlazeni tekutym dusikem nadrceny v tfecich miskach a rozdéleny
na alikvoty do plastovych mikrozkumavek. Takto homogenizované bunky byly

uchovavany pii -80 °C.

Ekvilibracni médium: 175 mmol/l mannitol, 0,5 mmol/l CaCl,, 0,5 mmol/l K>SO,
2 mmol/l MES-hydrat.

3.4 Elicitiny

V piedlozené praci jsou sledovany ucinky elicitinii infestinu (Inf), kryptogeinu (X24,
v textu dale uvadéna pouze zkratka Cry) a jejich mutantnich forem (Inf V13K/A14T,
Inf V84F, Cry K13V a Cry V84F) ptipravenych mistné¢ fizenou mutagenezi. Elicitiny
byly produkovany do extracelularniho prostfedi v kvasinkach Pichia Pastoris s pouzitim
vektoru pPIC9 a poskytnuty jako vodné roztoky o koncentracich 0,5 — 1 mg/ml Ustavem
Biochemie PiF MU vBmé.  Proteiny se od elicitind izolovanych
z patogena lisi pritomnosti sekvence EAEA na N-konci molekuly. Tato sekvence

ma signalni funkci a pfi sekreci proteinti nedoslo k jejimu odstépeni.
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3.5 Experimentalni metody

3.5.1 Stanoveni nekrotické aktivity elicitini Vv listech tabaku

Do 4. listu (pocitano odspodu) 8tydenni rostliny N. tabacum cv. Xanthi
(nebo cv. Samsun) byl ze spodni strany proveden vpich tenkou jehlou. V misté vpichu
byl do listu tlakové aplikovan roztok elicitinu (100 nmol/l) pomoci plastové injekéni
stitikaCky. Roztok elicitinu byl aplikovan pouze do jednoho ze segmentl listu,
ktery je ohrani¢eny hlavni cévou listu a dvéma postrannimi cévami, které se nachazeji
nad sebou. V ptipadé soucasné aplikace elicitinu a latky modulujici obrannou reakci
byl pfipraven roztok obsahujici elicitin a danou latku. Jako kontrola byla do jednoho
ze segmentu aplikovana pouze voda. Po aplikaci elicitini byla rostlina dale kultivovana
po dobu 24 hodin. Poté byl list odfiznut a vyfotografovan. List byl nasledné umistén
do kadiny s vodou a pro kontrolu vyfocen po dalSich 24 hodinach. Mira nekroz byla
stanovena v programu ImageJ porovnanim celkové plochy oSetfeného segmentu

a plochy, na které byla patrna nekroza.

3.5.2 Stanoveni viability tabakovych bunék

3.5.2.1 Kolorimetricka metoda s pouZzitim methylenové modri
Methylenova modi (3,7-bis(dimethylamino)fenazathionium chlorid) je barvivo
pronikajici do vSech bunék. V zivych buiikdch dochazi k jeho preméné reduktasami
za vzniku bezbarvé slouceniny. V mrtvych buinkach jsou tyto enzymy neaktivni,
a proto zistavaji mrtvé bunky po aplikaci barviva modie zbarveny (Kwolek-Mirek
a Zadrag-Tecza, 2014).

150 ul bunééné suspenze bylo pipetovano do mikrozkumavek spolu s 40 pl zasobniho
roztoku methylenové modii. Bunéfna suspenze s methylenovou modii byla
v mikrozkumavkach inkubovana 60 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly zkumavky
centrifugovany 10 minut pfi zrychleni 9000 g. Supernatant byl odstranén a precipitat
obsahujici tabadkové bunky byl promyt 100 pul PBS pufru a opét centrifugovan. Cyklus
promyti a centrifugace byl opakovan tiikrat. Po posledni centrifugaci bylo k precipitatu
ptidano 100 pl PBS pufru. Mikrozkumavky byly ponechany na ultrazvukové lazni
5 minut pro uvolnéni barviva z mrtvych bunék. Vzorek byl naposledy centrifugovan
10 minut pt1 9000 g. 100 pul supernatantu bylo néasledné prevedeno do jamek mikrotitracni
desticky. V jamkach byla métfena absorbance pii vinové délce 610 nm. Vzorky byly
méfeny v triplikatu a jako blank pro méfeni absorbance byl pouzit PBS puft.
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Pro mikroskopické stanoveni viability byly buriky oSetieny methylenovou modii,
jak je uvedeno vyse. Bunky nebyly vystaveny pusobeni ultrazvuku. Na podlozni sklo
bylo pipetovano 100 ul obarvenych tabakovych bunék v PBS pufru. Vzorek byl zakryt

krycim sklickem a pozorovan ve svételném mikroskopu.

Zasobni roztok methylenové modri: methylenova modft (cm = 0,475 mg/ml) ve vode.
PBS pufr: 137 mmol/lI NaCl, 2,7 mmol/l KCI, 10,1 mmol/l NazHPQOj4, 1,8 mmol/l KH2POs,
pH=17,3.

3.5.2.2 Fluorescenc¢ni metoda s pouzitim propidium jodidu

Propidium jodid (PI) je fluorescenéni barvivo, které se interkaluje do DNA. PI prostupuje
pouze pies cytoplazmatické membrany mrtvych bunék, ve kterych se vaze na DNA
v jadfe. Takto obarvené bunky pak ¢ervené fluoreskuji (Lopez-Amoros et al., 1995).

Ke 100 pl bunééné suspenze v jamkach mikrotitracni desticky pro méteni fluorescence
bylo ptidano 20 pl pracovniho roztoku PI. Po detekci signalu byla fluorescence
promeétena znova po 10minutové inkubaci ve tmé pii laboratorni teploté. Vinova délka
excitace/emise byla 535 nm/617 nm. Vzorky byly méteny v sextuplikatu a v blanku bylo
misto bunééné suspenze pouzito kultivaéni médium. Zména zivotnosti po elicitaci buné¢k
byla vypoctena z rozdilu fluorescen¢niho signalu pied a po 10minutové inkubaci jako
relativni hodnota vztazena ke kontrolnimu vzorku.

Pro mikroskopické stanoveni viability bylo na podlozni sklo pipetovano 100 ul
bunécéné suspenze a 20 pl pracovniho roztoku PI. Vzorek byl zakryt krycim sklickem
a inkubovan 5 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté. Poté byl preparat pozorovan

ve fluorescen¢nim mikroskopu.

Pracovni roztok PI. 1 ul zasobniho roztoku PI smichat s 999 ul Murashige-Skoog média.
Zasobni roztok PI. Pl (cm = 10 mg/ml) v 0,1 mol/l K-fosfatovém pufru (pH = 7,2).

3.5.2.3 Fluorescen¢ni metoda s pouzitim fluorescein diacetatu
Tato metoda vyuziva fluorescein diacetatu (FDA), ktery pasivné pronika pies bunécné
membrany. V zivych bunkach je deacetylovan bunéénymi esterasami za vzniku
fluoresceinu. Zivé buiiky pak zelené fluoreskuji (Breeuwer et al., 1995).

Do mikrotitra¢ni desticky pro méfeni fluorescence bylo pipetovano 100 ul suspenze
tabakovych bunék. Po ptidavku 10 pl pracovniho roztoku FDA byla méfena fluorescence.

Po 10minutové inkubaci bunék ve tmé pfi laboratorni teploté byla fluorescence zmétena
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znova. Vlnové délky excitace/emise byly 488 nm/515 nm. Vzorky byly méfeny
v sextuplikatu a v blanku bylo misto buné¢né suspenze pouzito kultivacni médium.
Zmeéna zivotnosti vlivem elicitace byla vypoctena z rozdilu fluorescen¢niho signalu pred
a po 10minutové inkubaci jako relativni hodnota vztazené ke kontrolnimu vzorku.

Pro mikroskopické stanoveni viability bylo na podlozni sklo pipetovano 100 pl
bunécné suspenze a 10 pl pracovniho roztoku FDA. Vzorek byl zakryt krycim sklickem
a inkubovan 5 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté. Poté byl preparat pozorovan

ve fluorescen¢nim mikroskopu.

Pracovni roztok FDA: 10 ul zasobniho roztoku FDA s 990 ul kultiva¢niho média.
Zasobni roztok FDA: FDA (cm = 5 mg/ml) v acetonu.

3.5.3 Stanoveni produkce ROS v tabakovych burikach

3.5.3.1 Metoda vyuzivajici luminolu

Luminol je oxidovan ROS, pticemz dochazi k uvolnéni svétla. V intervalech 15-30 minut
byly 135 pl alikvoty bunééné suspenze ptidany ke 140 pl reakéniho pufru v bilé
mikrotitracni desticce pro métfeni chemiluminiscence. V blanku bylo misto bunécné
suspenze pouzito ekvilibraéni médium. Reakce byla zah4ajena aplikaci 25 pl pracovniho
roztoku luminolu pomoci automatického nastfiku (rychlost prutoku kapilarou byla
250 pl/s) v mikrodestickovém readeru. V jamkach pak byla métena chemiluminiscence.

Méfeni vzorki probihalo v duplikatu.

Reakcni pufr: 175 mmol/l mannitol, 0,5 mmol/l CaCl;, 0,5 mmol/l K>SO,
50 mmol/l MES-hydrat, pH = 6,5.
Pracovni roztok luminolu: 0,3 mmol/l luminol v reakénim pufru.

Zasobni roztok luminolu: 30 mmol/l luminol v DMSO.

3.5.3.2 Metoda vyuzivajici xylenolovou oranz
Tato metoda je zalozena na schopnosti ROS oxidovat zeleznaté ionty na Zzelezité.
Vznikajici zelezité ionty vytvari v kyselém prostiedi s xylenolovou oranzi barevny
komplex, ktery je detekovan spektrofotometricky.

V intervalech 15-30 minut byly odebirany do mikrozkumavek 300 pl alikvoty
bunéénych suspenzi. Suspenze byla centrifugovana 15 sekund pii 16000 g. Poté bylo
prevedeno 50 pl supernatantu do mikrozkumavek obsahujicich 500 pl reakéniho pufru.

Smés byla inkubovan 30 minut. Nasledn¢ bylo 100 ul smési ptevedeno do jamky
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mikrotitracni desticky a na mikrodestickovém readeru byla méfena absorbance
pii 560 nm. Jako blank bylo pouzito 100 pl ekvilibratniho média. Méfeni vzorka
probihalo v duplikatu (Bindschedler et al., 2001).

Reakcni pufi: 1 ml zasobniho roztoku Fe?" iontl smichat s 100 ml roztoku xylenolové
oranze.
Zdsobni roztok Fe®* iontii: 25 mmol/l FeSO4, 25 mmol/l (NH4)2SO04 v 2,5 mol/l HSOa4.

Roztok xylenolové oranze: 125 pmol/l xylenolové oranz, 100 mmol/l sorbitol.

3.5.3.3 Metoda vyuzivajici fluorescencni sondy

Tato metoda pouziva fluorescen¢ni sondu 2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetat
(H2DCFDA). Jedna se o nepolarni slouc¢eninu, ktera difunduje pies cytoplazmatickou
membranu bunék. V cytoplazmé je deacetylovana bunéénymi esterasami za vzniku
polarni slouceniny 2',7'-dichlorodihydrofluoresceinu (H2DCF), ktera pies membrany
neprostupuje. H2DCF je oxidovan intracelularnimi ROS za vzniku fluoreskujici
slouceniny 2',7'-dichlorofluoresceinu (DCF). Tato sonda reaguje nespecificky s celou
fadou ROS. VInové délky excitace/emise jsou 490/515 nm (Crow, 1997).

Do mikrotitraéni desticky pro méfeni fluorescence bylo pipetovano 100 ul suspenze
tabakovych bun¢k. Po piidavku 5 pl pracovniho roztoku H>DCFDA byla méfena
fluorescence v Sminutovych intervalech po dobu 90 minut. Vinové délky excitace/emise
byly 490 nm/515 nm. Vzorky byly méteny v sextuplikatu a v blanku bylo misto bunécné
suspenze pouzito ekvilibracni médium. Mira naristu fluorescen¢niho signdlu ukazuje

na schopnost bunék produkovat ROS v daném casovém intervalu.
Pracovni roztok H.DCFDA: 168 pmol H,DCFDA v ekvilibraénim médiu.
3.5.4 Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy

3.5.4.1 Priprava extraktu

Do mikrozkumavek s300 mg nadrcenych a zmrazenych tabakovych bunék bylo
pipetovano 1,2 ml ledového extrakéniho pufru. Vzorky byly promichany, na 1 minutu
umistény do ultrazvukové 1azné a ponechany na ledu 10 minut. V dal$im kroku byly
vzorky centrifugovany 10 minut pfi zrychleni 15000 g a teploté 4 °C. Supernatant byl
preveden do cistych mikrozkumavek a ponechdn na ledu pro stanoveni aktivity

askorbatperoxidasy.
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Extrakéni pufr: 0,1 mol/l K-fosfatovy pufr (pH = 7,0), 2 mmol/l EDTA-Na*, 1 % PVPP
(w/v), 2 mmol/l DTT, 0,5 mmol/l pefabloc.

3.5.4.2 Spektrofotometrické méreni aktivity

Do jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo postupné pipetovano 150 pul reakéniho pufru, 40 pl
1,75 mmol/l askorbatu, 50 ul extraktu a 50 pul 10 mmol/l peroxidu vodiku. Jako posledni
byl do jamek pfidan vzdy peroxid vodiku. Byl sledovan pokles absorbance pii vinové
délce 290 nm a teplote 30 °C po dobu 2 minut v 10sekundovych intervalech. Vzorky byly
méfeny v triplikatu. V blanku byl misto extraktu pouzit reakéni pufr. Extrakty byly
pro potieby méfeni fedény v reakénim pufru 10 - 20krat. Molarni extink¢éni koeficient

pro askorbat je 2,8 mmol**cm™.

Reakcni pufi: 0,1 mol/l K-fosfatovy pufr (pH = 7,0), 2 mmol/l EDTA-Na",

3.5.5 Stanoveni aktivity NADPHoxidasy
NADPHoxidasa je membranovy enzym katalyzujici redukci molekularniho kysliku

na superoxidovy radikal za ptitomnosti NADPH. Metoda pro stanoveni aktivity tohoto
enzymu vyuziva schopnosti vznikajiciho superoxidového radikalu (O2") redukovat
tetrazoliové ~ barvivo  2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
karboxanilid (XTT) za vzniku Zluté zbarveného formazanu (Kaundal et al., 2012).

3.5.5.1 Priprava extraktu

K 500 mg nadrcenych a zmrazenych tabakovych bunék v mikrozkumavkach bylo piidano
1,4 ml ledového extrakéniho pufru. Mikrozkumavky byly kratce vortexovany
a poté ponechany 20 minut na ledu. Vzorky byly centrifugovany pti 4 °C po dobu
45 minut pfi zrychleni 10000 g. Z mikrozkumavek byl pieveden supernatant
do centrifugac¢nich kyvet. Vzorky v kyvetach byly centrifugovany pii 4 °C po dobu
1 hodiny pfi zrychleni 203000 g. Supernatant byl nasledné¢ odstranén. Precipitat
obsahujici membranovou frakci proteind byl resuspendovan v 170 pul ledového 10 mmol/I
Tris-HCI pufru (pH = 7,4) a pieveden do Cistych mikrozkumavek. Takto pfipravené
vzorky byly uchovavany na ledu a ihned pouzity pro méfeni aktivity NADPHoxidasy.

Extrakéni pufr: 0,25 mol/l sacharosa, 50 mmol/l HEPES, 3 mmol/l EDTA,
1 mmol/l DTT, 3,6 mmol/l L-cystein, 0,1 mmol/l MgCl;, 0,6 % PVPP (w/v),
tablety Complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets (pomér 100 tablet na
litr pufru).
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3.5.5.2 Spektrofotometrické méreni aktivity

Do jamek mikrotitracni desticky byly pipetovany jednotlivé slozky dle tab. 3.
Jako posledni byl do jamek pfidan roztok XTT. V jamkach byla méfena absorbance
pii vlnové délce 492 nm a teplote 30 °C po dobu 20 minut v 40sekundovych intervalech.
Vzorky byly méfeny v triplikatu. V jamkach muze dochazet k redukci XTT vlivem
membranové frakce i bez pfitomnosti NADPH jako substratu. Proto byly pii méfeni
pouzity 2 blanky — jeden, ktery neobsahuje NADPH a dalsi, ktery neobsahuje vzorek.

Molarni extinéni koeficient pro XTT formazan je 2,16*10* mol**cm™.

Tab. 3: Slozky reakéni smési pro stanoveni aktivity NADPHoxidasy.

Slozka Blank 1 Blank 2 Vzorek
1 mol/l Tris-HCI, pH=7,5 175wl 175wl 175 ul
1 mmol/l XTT 125 ul 125 ul 125 ul
1 mmol/I| NADPH 25 ul 25 ul
Voda 82,5 ul 102,5 ul 77,5 ul
Membranova frakce --- 5ul 5ul
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3.5.6 Stanoveni koncentrace proteini Bradfordovou metodou

Do jamek miktotitra¢ni desticky bylo pipetovano 45 pl destilované vody, 5 ul extraktu
a200 pl Bradfordova cinidla. Vzorky v jamkach byly inkubovany 10 minut
pfi laboratorni teploté. Nasledn¢ byla méfena absorbance pii vinové délce 595 nm.
Vzorky byly méfeny v triplikatu. V blanku byla misto extraktu pouzita destilovana voda.
Vysledna koncentrace proteinu byla vypoctena z rovnice kalibra¢ni pfimky, ktera byla
sestavena z absorbanci vzorkidi BSA o koncentracich 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
a 1 mg/ml (Bradford, 1976).

Bradfordovo cinidlo: ztedit zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue destilovanou vodou
Vv poméru 1:4 (v/v).
Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue: 50 mg Coomasie Brilliant Blue G-250, 25 ml 95

% methanol, 50 ml 85 % kyselina fosfore¢na.
3.5.7 Stanoveni exprese NADPHoxidasy

3.5.7.1 lIzolace a purifikace RNA

Pro izolaci a purifikaci RNA byl pouzit GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit
(EURx). K 100 mg nadrcenych a zmrazenych bunék bylo pfidano 200 ul LG pufru a 100
ul RL pufru. LG a RL pufr byly pfedem smichany s B-merkaptoethanolem v poméru
100:1. Po piidéni stabiliza¢nich pufri byly vzorky vortexovdny 1 minutu a poté
centrifugovany pii 16000 g po dobu 4 minut. 200 pl supernatantu bylo ptevedeno do
novych sterilnich mikrozkumavek a k nim pfidano 200 ul RL pufru. Vzorky byly
nasledné prevedeny na zluté kolonky a centrifugovany 2 minuty pii 16000 g. K eluatu
bylo ptidano 300 ul ethanolu (96%) a smés byla nanesena na bilé kolonky vazajici RNA.
Vzorky byly centrifugovany 1 minutu pfi 11000 g. Déle bylo na kolonky pipetovano 400
pl Wash DNI1 pufru a probéhla centrifugace 1 minutu pii 11000 g. Pro zvySeni Cistoty
izolované RNA bylo po odliti eluatu na kolonky aplikovano 50 pl roztoku DNasy I, ktery
byl piipraven smisenim DNR pufru azasobniho roztoku DNasy | v poméru 50:1.
Kolonky s DNasou byly inkubovany 10 minut pfi laboratorni teploté. Na kolonky bylo
naneseno 400 ul Wash RB1 pufru a probéhla centrifugace 1 minutu pii 11000 g. Kolonky
byly jest¢ dvakrat promyty a to nejprve 650 pul Wash RBW pufru (nasledovala
centrifugace 1 minutu pi1 11000 g) a poté 350 ul Wash RBW pufru (néasledovala
centrifugace 2 minuty pii 11000 g). Na kolonky bylo naneseno 50 ul RNase-free vody.
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Pfi centrifugaci 1 minutu pii 11000 g doslo k eluci RNA z kolonek. Takto piipravené

roztoky RNA byly uchovavany pii teploté -80 °C.

3.5.7.2 Méreni koncentrace a ¢istoty RNA

Koncentrace a Cistota RNA byly méfeny spektrofotometricky na readeru Synergy H1
s vyuzitim desticky Take3. Byla sledovana absorbance pii vinovych délkach 260
a 280 nm ve 2 ul vzorkd na desticce. Jako blank byla pouzita sterilni voda a méfeni
vzorkil probihalo v duplikatu. Pro automaticky vypocet koncentrace RNA v programu
Gene$ je vyuzita absorbance vzorkii pii 260 nm. Cistota RNA je hodnocena podle poméru

Az60/Azso. Pokud je pomér vétsi nez 2, je RNA ve vzorcich dostateéné piecisténa.

3.5.7.3 Reverzni transkripce

Pro reversni transkripci mRNA na cDNA byl pouzit Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit (Roche). Byla pfipravena smés o celkovém objemu 11,4 pl,
ktera obsahovala 1 pg izolované RNA, 1 ul Anchored-oligo (dT)18 primeru (50 pmol/l)
a RNAse-free vodu. Smés byla inkubovana v termostatu pii teplot¢ 65°C po dobu
10 minut a poté chlazena na ledu. Déle byla ke vzorkiim pfidana smés o objemu 8,6 pl
(4 pl 5x reakéni puft, 0,5 pl Protector RNAse inhibitor, 2 pl ANTP mix, 1 pl DTT a 1,1 pl
reverzni transkriptasa). Nasledovala inkubace 30 minut pii 45°C. Poté byla inaktivovana
reverzni transkriptasa inkubaci smési pii 85°C po dobu 5 minut. Pfipravend cDNA byla

dale uchovana pii -20 °C.

3.5.7.4 gPCR

Pfipravena cDNA byla ziedéna sterilni vodou v poméru 1:1. Pro qPCR byl vyuzit Xceed
gPCR SG 1-step 2x Mix (Institute of Applied Biotechnologies). Do jamek desticky pro
gPCR bylo pipetovano po 9 ul reakéni smési slozené z 5 pl Xceed qPCR SG 2x Mix, 1,33
pl 3 umol/l forward primeru, 1,33 pl 3 pmol/l reverse primeru a 1,34 pl sterilni vody. Poté
byl do jamek piidan 1 ul nafedéné cDNA. qPCR probihala dle protokolu uvedeného v tab.
4.

Tab. 4: Protokol pro kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci.

Krok Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Aktivace enzymu 95 120 1
Denaturace 95 5 39
Navazani primert 60 30 39
Elongace 72 30 39

Chlazeni 4 ) 1
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V ptedloZzené praci byly studovany geny pro RBOHD1 a RBOHD2.
Jako housekeeping geny byly pouzity geny pro aktin a EF-la. Optimalni teplota

pro navazani primera je 60°C. Sekvence primert jsou uvedeny v tab. 5.

Tab. 5: Sekvence pouzitych forward a reverse primeru.

Gen Forward primer Reverse primer

EF-la TGTGATGTTTTTGTTCGGTCT TCAAAAGAAAATGCAGACAGACTCA
TTA

aktin CCATTCTTCGTTTGGACCTT  TTCTGGGCAAGGGAACCT

RBOHD1 CATCAAAACAGCTAAGGAC GTACACAATAGGGAGAGTTGGTAGA
ACAG C

RBOHD2 AGATACCAAGGGAATTAAG GGCACCCATCAAAAGAGG
AATGTG
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4  Vysledky

4.1 Studium vlivu elicitina kryptogeinu, infestinu a jejich mutanti

na Nicotiana tabacum

4.1.1 Nekroticka aktivita elicitinii v tabakovych listech

Prvnim dil¢im ukolem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo stanoveni nekrotické
aktivity elicitint Inf, Cry a jejich mutantti na modelovych systémech N. tabacum L. cv.
Xanthi a N. tabacum L. cv. Samsun. Byl porovnan jejich ti¢inek na listy rostlin, které byly
péstovany ve skleniku a ve fytotronu. Rostliny zfytotronu jsou péstovany
za kontrolovanych a stabilnich teplotnich 1 svételnych podminek, jejich listy jsou
citlivéjsi a méne pevné ve srovnani s listy rostlin ze skleniku. Nekrotickd aktivita byla
fotograficky dokumentovana a nasledné byla pomoci programu Image J vyhodnocena
plocha listu odpovidajici nerotické reakci a plocha, do které byl elicitin tlakove
infiltrovan. Jejich pomér udava intenzitu tvorby nekrozy.

V piipad¢é modelové rostliny N. tabacum L. cv. Xanthi byl Cry v pouzité koncentraci
100 nmol/l vysoce nekroticky aktivni (obr. 14). V pfipadé mutantu Cry K13V
bylo pozorovano mirné snizeni nekrotické aktivity, a naopak u Cry V84F byla nekroticka
aktivita zvysena. Inf v koncentraci 100 ani 500 nmol/l nezputsobil v listech tabaku témef
7zadné  nekrozy. Mutace Inf  vpozicich 13 a 84 (pfi  pouziti
100 nmol/l koncentrace) vedla k prudkému vzrustu nekrotické aktivity. U rostlin
pestovanych ve skleniku po aplikaci 100 nmol/l Inf nebyla detekovana zadna nekroticka
aktivita, vyssi 500 nmol/l koncentrace Inf zplisobila malou nekrotickou reakci. Obecné
lze konstatovat, ze v celkovém porovnani je mira tvorby nekroz po elicitaci u rostlin

péstovanych ve skleniku nizsi nez u rostlin z fytotronu.
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Obr. 14: Vliv elicitina na tvorbu nekrozy u N. tabacum L. cv. Xanthi. Fotograficka dokumentace
tvorby nekroz a grafické vyhodnoceni intenzity tvorby nekrozy (plocha s nekrotickou
reakci/plocha s tlakové infiltrovanou latkou). 24 h po aplikaci elicitind. Rostliny péstované v A -
fytotronu, B - skleniku. Koncentrace elicitinii 100 a 500 nmol/l. Oznaceni aplikovanych latek:
1) voda, 2) Cry, 3) Cry K13V, 4) Cry V84F, 5) Inf, 6) Inf V13K/A14T, 7) Inf VV84F. * pouze
jedno opakovani.

Pii realizaci stejného experimentu na druhé modelové rostliné N. tabacum L. cv.
Samsun byla detekovana vysoka nekroticka aktivita po aplikaci vSech testovanych
elicitind, tzn. i po elicitaci Inf. Elicitiny v 100 nmol/l koncentraci indukuji tvorbu nekroz
velmi siln¢ (nekroza na 80-100 % plochy s aplikovanym elicitinem). V piipadé Inf byla

nekroticka aktivita na cca 70 % plochy s aplikovanym elicitinem (obr. 15).
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Obr. 15: Vliv elicitint na tvorbu nekrozy u N. tabacum L. cv. Samsun. Fotograficka dokumentace
tvorby nekroz a grafické vyhodnoceni intenzity tvorby nekrozy (plocha s nekrotickou
reakci/plose s tlakové infiltrovanou latkou). Rostliny péstované ve skleniku. Koncentrace
elicitind 100 nmol/l. 24 h po aplikaci elicitinti. Oznaceni aplikovanych latek: 1) voda, 2) Cry,
3) Cry K13V, 4) Cry V84F, 5) Inf, 6) Inf V13K/A14T, 7) Inf V84F.

4.1.2 Vliv elicitinii na Zivotnost bunécné suspenze Nicotiana tabacum L.
cv. Xanthi

Pii stanoveni viability je cilem urc¢it pocet Zivych a metabolicky aktivnich bun¢k
v celkové populaci. Pro uréeni vlivu elicitini na zivotnost bunétné suspenze byly
testovany tfi riizné metody — fluorescencni metoda s FDA, s PI a kolorimetrickd metoda
vyuzivajici methylenové modfi. VSechny metody byly testovany v mikroskopickém
provedeni a S vyuzitim mikrodestickového readeru.

Tabakové bunky vytvareji shluky. Pii mikroskopickém provedeni metod tedy nebylo
mozné piesné spocitat Zivé resp. mrtvé buniky (obr. 16). To se ukazalo jako vyrazna
nevyhoda mikroskopického provedeni znemozZiujici piesné ur€eni vlivu elicitind
na zivotnost tabakovych bunék.

Z tohoto diivodu byly testovany modifikované metody stanoveni zivotnosti bunck
s moznosti detekce na mikrodestickovém readeru. Metoda s methylenovou modii
poskytovala nejednoznacné vysledky, navic byla ¢asové velmi naro¢nd. Methylenova
modf je barvivo pronikajici do vSech bunék. V zivych bunkach dochazi k jeho pteméné
reduktasami za vzniku bezbarvé slouceniny. V mrtvych bunkach jsou tyto enzymy
neaktivni, proto zistavaji mrtvé buiiky po aplikaci barviva modie zbarveny (Kwolek-
Mirek a Zadrag-Tecza, 2014). Problémem pfi provedeni této metody muize byt zavéreéné
vystaveni bunék ultrazvuku, které je potiebné pro nasledné uvolnéni barviva do pufru.
Pfi rozruseni bunc¢k v ultrazvukové lazni mize dochazet také k uvolnéni aktivnich
reduktas z zivych bunék, které mohou modré barvivo redukovat a snizovat tak intenzitu

zbarveni méfenou na readeru.
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Obr. 16: Mikrofotografie bunéénych suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. FDA — barveni zivych
bunék fluorescein diacetatem, PI — barveni mrtvych bunék propidium jodidem, MM — barveni
mrtvych bunék methylenovou modfi. K — kontrolni vzorek bunééné suspenze bez aplikace
elicitint. NK — negativni kontrola pfipravena inkubaci bunééné suspenze 5 minut v ultrazvukové
lazni. Méftitko 200 pm.
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Metoda s PI byla sice ¢asové nenaro¢na, vysledky jsou vSak nespolehlivé, navic
je vyuzivano mutagenni latky. Jako nejvhodnéjsi se nakonec ukazala metoda s FDA,
ktera je rychla, poskytuje uspokojivé vysledky a dochazi ke stanoveni zivotnosti pfesné
vV daném case.

Metodou s FDA byl testovan vliv tii riznych koncentraci elicitini na zivotnost
tabakovych bun¢k v ¢ase 4 a 24 h po elicitaci (obr. 17). Jiz po aplikaci 5 nmol/l Cry
Ize pozorovat jeho vyrazny negativni vliv na Zivotnost tabakovych bunék.
Zvysena koncentrace Cry negativni efekt na zivotnost zvysila, coz je patrné jiz 4 h
po elicitaci. Jednozna¢ny negativni efekt Inf na Zivotnost bunék se projevil az 24 h
po aplikaci elicitinu, a to vjeho nejvyssi testované koncentraci 50 nmol/l. Mutantni
formy Cry K13V, Inf V13K/A14T a Inf V84 m¢ly piiblizné podobny negativni uc¢inek

na zivotnost jako Cry. Nejintenzivnéjsi negativni efekt na zivotnost bunék mél Cry V84F.
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Obr. 17: Vliv elicitin®i na Zivotnost bun&né suspenze N. tabacum L. cv. Xanthi. Zivotnost
sledovana 4 a 24 h po aplikaci elicitint metodou s FDA. Elicitiny byly aplikovany
V koncentracich 5, 10 a 50 nmol/I.

42



4.1.3 Vliv elicitini na produkci ROS

Elicitiny jsou rozpoznavany specifickymi transmembranovymi proteinovymi receptory
v tabakovych bunkach. Receptory po rozpoznani elicitinli spousti obrannou reakeci,
ktera je doprovazena aktivaci NADPHoxidas a prudkym narustem produkce ROS
(Derevnina et al., 2016). Produkce ROS v bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi po
aplikaci elicitini byla detekovana s vyuzitim tfi metod: metoda s xylenolovou oranzi,
metoda s luminolem a metoda s fluorescenéni sondou H2DCFDA.

Metodou s xylenolovou oranzi bylo mozné pozorovat prudky narust produkce ROS
jiz n¢kolik minut po aplikaci Cry a jeho mutantd (obr. 18). Vysoka intenzita signalu
ptetrvava po celou sledovanou dobu (420 minut). Mirny postupny pokles intenzity
signalu byl zaznamenan po 150 min od elicitace. Produkce ROS byla po elicitaci Cry
K13V lehce sniZena v porovnani s efektem Cry (obr. 19A). V piipad¢ Inf byl detekovan
pouze mirny narust signalu v rané fazi s maximem cca 60 min po elicitaci. Zvyseni
produkce ROS vrané fazi bylo zaznamenano po aplikaci mutantu Inf V13K/A14T,
kdy bylo dosazeno maxima 60 min po elicitaci. Inf V84F m¢l jesté vétsi vliv na zvyseni
produkce ROS s maximem 30 min po elicitaci. V druhé fazi byl zaznamenan narast
produkce ROS pouze v piipadé¢ mutantni formy Inf VI13K/A14T a to s maximem 285 min
po elicitaci (obr. 19B).
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Obr. 18: Vliv elicitinti na produkci ROS v bunécnou suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Detekce
xylenolovou oranzi. Produkce sledovana v intervalech 10-30 min po dobu 420 min. Koncentrace
elicitint 5 nmol/l. A - Produkce ROS po aplikaci vSech sledovanych elicitini. B -Detailni graf
produkce ROS po aplikaci Inf a jeho mutantd.

Metoda detekce ROS s luminolem poskytla obdobné vysledky (obr. 19). U Cry a jeho
mutantli jsou patrné dvé maxima produkce ROS v ¢asech 30-50 a 300 minut. Navic jsou
také mnohem zietelnéjsi rozdily mezi jednotlivymi mutanty, kdy je zfejmé, Ze schopnost
indukovat produkci ROS klesa v poradi Cry, Cry V84F, Cry K13V, Inf V84F a Inf
V13K/A14T. Maximum narastu produkce ROS v rané fazi po elicitaci bylo detekovano
Vv ptipadé Inf V84F 10 min, Inf a Inf V13K/A14T cca 20 min, u Cry K13V 30 min, Cry
a Cry V84F 50-60 min po aplikaci elicitini. Metoda s luminolem se tedy ukazala jako
mnohem citlivéjs$i. Vyhodou této metody je, ze dochéazi ke stanoveni hladiny ROS
prakticky ihned po odebrani bunétné suspenze do jamek mikrotitraéni desticky.
V ptipadé metody s xylenolovou oranzi je odebrany alikvot nejprve inkubovan 30 minut
sreakénim roztokem pro vznik zbarveni. Vedle reakce ROS s Zeleznatymi ionty
v roztoku miize dochazet také k preménam ROS, které jsou obecné velmi malo stabilni,

a k samovolné oxidaci Zeleznatych iontd.
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Obr. 19: Vliv elicitini na produkci ROS bunéénou suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Detekce
luminolem. Produkce sledovana v intervalech 10-30 min po dobu 420 min. Koncentrace elicitint
5 nmol/l. A) Produkce ROS po aplikaci vsech sledovanych elicitini. B) Detailni graf produkce
ROS po aplikaci Inf a jeho mutantt.

V ramci orientacnich experimentii byla stanovovana také produkce ROS pomoci
fluorescencni sondy H.DCFDA (vysledky nejsou uvedeny). Béhem tohoto experimentu
byl sledovan nartst fluorescencniho signalu v tabakovych bunkach po pfidani sondy.
Toto uspotfadani experimentu neumoziuje stanovit hladinu ROS v konkrétnim case
a je mozno métit pouze celkovou schopnost produkce ROS v urcitém ¢asovém useku.

Z tohoto diivodu nebyla metoda s H,DCFDA déle pouzivana.

4.1.4 Vliv elicitini na aktivitu a expresi NADPHoxidasy

NADPHoxidasa je hlavnim enzymem produkujicim ROS pfi obranné reakci rostliny
(Kadota et al., 2015). Bylo provedeno stanoveni aktivity NADPHoxidasy metodou
s XTT. V nasledujicim grafu (obr. 20) jsou uvedeny predbézné vysledky stanoveni zmén
aktivity NADPHoxidasy 1. a 4. h po aplikaci elicitind. Zmény v aktivit¢ NADPHoxidasy
po elicitaci neodpovidaji vyznamnym zménam hladiny ROS detekovanym luminiscen¢ni

metodou. Byl zaznamenan pouze narast NADPHoxidasy po aplikaci Cry a Cry K13V 1 h
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po elicitaci. V pozd¢jsi fazi nebyly detekované zadné vyznamné zmény NADPHoxidasy.
Otazkou, ktera musi byt nasledné vyfeSena, je, zda se jedna o metodicky problém
na urovni piipravy vzorku nebo problém v realizaci vlastni detekce NADPHoxidasy.
Soucasné vedle méfeni aktivity NADPHoxidasy byl stanoven vliv elicitinti na expresi
NADPHoxidas. Ziskané vysledky koresponduji s daty tykajicimi se produkce ROS
(obr. 21).

Vysledky stanoveni exprese dvou isoforem NADPHoxidas (tj. RBOHD1, RBOHD?2)
v tabakovych bunkach ukazuji vyznamnou miru nadexprese genu RBOHD1 i RBOHD?2
4. h poaplikaci Cry (obr. 21). Mutantni forma Cry KI13V indukovala expresi
NADPHoxidas v mensi mife, naopak mutant Cry V84F m¢l ve srovnani s Cry veétsi
schopnost indukovat expresi obou gentt RBOHD. Inf indukoval expresi obou gent
RBOHD pouze v malé mife. Naopak mutace Inf VI3K/A14T vedla k vyrazné indukci
exprese RBOHD. Mutace Vv pozici 84 méla obdobny, ale mirnéjsi efekt.
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Obr. 20: Vliv elicitinti na aktivitu NADPHoxidasy v bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi.
Vzorky 1. a 4. h po aplikaci elicitini. Koncentrace elicitinti 5 nmol/l. Méfeni bylo provedeno
V technickém triplikatu.
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Obr. 21: Exprese NADPHoxidas v buiikach N. tabacum L. cv. Xanthi 4. h po aplikaci eliciting.
Koncentrace elicitintt 5 nmol/l. A - exprese genu RBOHD1, B - exprese genu RBOHD2.

4.1.5 VIliv elicitini na aktivitu askorbatperoxidasy

APX je klicovym enzymem askorbat-glutathionového cyklu, ktery se podili
na detoxifikaci ROS v rostlinach. Jednim z cili diplomové prace bylo stanovit vliv
elicitace na zménu APX aktivity v suspenzni kultufe tabakovych bunék (obr. 22). V tomto
ptipad¢ byl porovnavan pouze vliv Inf, Cry a jejich mutantnich forem s mutaci v poloze
13. Do experimentu jiz nebyly zafazeny mutantni formy elicitinii s mutaci v poloze 84.
Hodinu po zahdjeni experimentu nebyl detekovan vyznamny efekt elicitini na APX
aktivitu. Pouze po aplikaci Inf byl zaznamenan mirny nartst APX aktivity a v pfipadé
Cry K13V naopak mirny pokles vV porovnani s kontrolnim experimentem. Ctyti hodiny
po elicitaci byla detekovana stale mirné zvysena aktivita APX po aplikaci Inf. Elicitace
Inf s mutaci v poloze 13 zvysila APX aktivitu v porovnani s Inf. V piipadé aplikace Cry
byla APX aktivita srovnatelna s hodnotami stanovenymi pro elicitin Inf V13K/A14T,
tzn. vys$si v porovnani s kontrolou. Naopak aktivita APX po aplikaci Cry K13V byla

mirné niz§i ve srovnani s kontrolnim vzorkem.
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Obr. 22: Vliv elicitinii na aktivitu APX v bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Aktivita
byla méfena v buiikach 1. a 4. h po aplikaci elicitinti. Koncentrace elicitintt 5 nmol/I.

4.2 VIliv inhibitoru NADPHoxidasy DPI na pisobeni elicitini

4.2.1 VIliv na nekrotickou aktivitu v tabakovych listech

Pro stanoveni ulohy NADPHoxidasy v obranné reakci rostlin byl v dalSich
experimentech testovan efekt difenylenjodonium chloridu (DPI), sloué¢eniny pouzivané
v fadé¢ studii jako reverzibilni inhibitor NADPHoxidas. Nejprve byla testovana vhodna
koncentrace DPI pro aplikaci do listi v rozmezi 2,5 — 100 pmol/l koncentrace. Nejvyssi
koncentrace 100 umol/l nezpisobovala v listech ani po 48 hodinach nekrozy, proto byla
vybrana pro hodnoceni vlivu DPI na nekrotickou aktivitu elicitinti. V listech modelové
rostliny N. tabacum L. cv. Xanthi péstované ve skleniku neméla ptitomnost 100 pmol/I
DPI vyznamny vliv na rozvoj nekroz po aplikaci elicitinti (obr. 23). Obdobny trend

byl pozorovan také u rostlin péstovanych ve fytotronu.
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Obr. 23: Vliv inhibitoru NADPHoxidasy (DPI) na nekrotickou aktivitu elicitinti u N. tabacum L.
cv. Xanthi. Fotografickd dokumentace tvorby nekroz a grafické vyhodnoceni intenzity tvorby
nekrozy (plocha s nekrotickou reakci/plocha s tlakové infiltrovanou latkou). Rostliny péstované
ve skleniku. 24 h po aplikaci elicitinti. Oznaceni aplikovanych latek: 1) voda, 2) DPI, 3) Cry,
4) Cry + DPI, 5) Cry K13V, 6) Cry K13V + DPI, 7) Inf, 8) Inf + DPI, 9) Inf V13K/A14T, 10) Inf
V13K/A14T + DPIL. V grafu srafované oznaceni — aplikace elicitinu s DPI. Koncentrace elicitind
100 nmol/l a 100 pmol/l DPI.

DPlI nemélo vyrazny vliv na nekrotickou aktivitu elicitinG na listech
N. tabacum L. cv. Xanthi, proto byla dale testovana soucasna aplikace 100 umol/I DPI
a 100 pumol/l askorbatu (AA), coz je dobie znamy lapa¢ ROS (antioxidant). U rostlin
pestovanych ve skleniku nebyl zaznamenan zadny vliv soucasné aplikace téchto dvou
latek na nekrotickou aktivitu Cry, Cry K13V a Inf. Pouze v piipadé¢ Inf VI3K/A14T
nebyly po 24 hodinach patrné téméf zadné nekrotické zmény v porovnani s efektem
tohoto elicitinu v prostiedi jen s DPI (obr. 25). List byl vyfotografovan i po 48 hodinach.
V tomto ¢ase jiz doslo k rozvoji nekroz téméf po celé plose s infiltrovanymi elicitiny, DPI

a askorbatem.
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Obr. 25: Testovani vlivu inhibitoru NADPHoxidasy (DPI) a aplikace kyseliny askorbové (AA)
na schopnost elicitind indukovat tvorbu nekrozy u N. tabacum L. cv. Xanthi. Fotograficka
dokumentace listl, pfipadné tvorby nekroz a grafické vyhodnoceni intenzity tvorby nekrozy
(plocha s nekrotickou reakci/ploSe s tlakové infiltrovanou latkou). Rostliny péstované
ve skleniku. 24 h po aplikaci elicitind. Oznaceni aplikovanych latek: 1) voda, 2) Cry, 3) Cry +
DPI + AA, 4) DPI + AA, 5) Cry K13V, 6) Cry K13V + DPI + AA, 7) Inf, 8) Inf + DPI + AA,
9) Inf V13K/A14T, 10) Inf V13K/A14T + DPI + AA. V grafu Srafované oznaceni — aplikace
elicitinu s DP1 a AA. Koncentrace elicitinii 100 nmol/l, 100 pmol/l DPT a 100 umol/l AA.
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4.2.2 Vliv na zivotnost bunécéné suspenze

V suspenznich kulturach tabaku byl sledovan ucinek 5 pmol/l DPI na Zivotnost bunék
vystavenych pusobeni elicitind. V orientac¢nich experimentech bylo zjisténo, ze vyssi
koncentrace DPI, nez v nasledujicich experimentech pouzivana koncentrace 5 pmol/l,
ma vyrazny negativni vliv na zivotnost bun¢k (vysledky nejsou uvedeny). U vSech bunck
kontrolnich 1 po aplikaci elicitini byl pozorovan jednoznaény pokles Zivotnosti vlivem
DPI (obr. 26). Ve 4. hodiné po zahajeni experimentu poklesla zivotnost v kontrolnim
vzorku po aplikaci DPI cca 0 20 % a po 24 h az 40 %. Pokles Zivotnosti po aplikaci Inf
a Cry K13V spolecné s DPI byl cca 30 % (4 h po zahajeni experimentu) a cca 60-70 %
(24 h po zahgjeni experimentu) V porovnani s zivotnosti po aplikaci danych elicitint.
V piipad¢ Cry a Inf V13K/A14T se s DPI prohloubila ztrata zivotnosti o cca 15 %
(4 h po zahajeni experimentu) a 35-45 % (24 h po zahdjeni experimentu) vzhledem

Kk oSetfenym bunikam danymi elicitiny.
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Obr. 26: Vliv elicitint a aplikace inhibitoru NADPHoxidasy (DPI) na zivotnost bunééné suspenze
N. tabacum L. cv. Xanthi. Zivotnost sledovana ve 4. a 24. hodiné po aplikaci elicitind metodou
s FDA. Koncentrace elicitintt 5 nmol/l a DPI 5 umol/l. DPI aplikovano 10 minut pied pfidanim
elicitini. V grafu Srafované oznaceni — aplikace elicitinu s DPI.
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4.2.3 VIliv na produkci ROS

Dalsim dil¢im ukolem diplomové prace bylo studium vlivu DPI na produkci ROS
Vv tabakovych bunkach po aplikaci elicitinti. Ve srovnani s bunikami osetfenymi pouze
elicitiny poskytovaly tabakové bunky s DPl 3-5nasobné niz$i luminiscenéni signal
(obr. 27). Trend indukce produkce ROS =zustal u vSech elicitini s DPI obdobny;
schopnost indukovat produkci ROS klesala v potadi Cry, Cry K13V a Inf V13K/A14T.
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Obr. 27: Vliv inhibitoru NADPHoxidasy (DPI) na schopnost elicitinti indukovat produkci ROS
Vv bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Detekce luminolem. Produkce sledovana
v intervalech 15-30 min po dobu 420 min. Koncentrace elicitintt 5 nmol/l, DPI 5 umol/l. DPI
aplikovano 10 minut pted pfidanim elicitinti. A - produkce ROS po aplikaci elicitint. B - produkce
ROS po aplikaci DPI a elicitinti.
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4.2.4 Vliv na aktivitu a expresi NADPHoxidasy

Byly provedeny orientacni experimenty stanoveni vlivu DPI na aktivitu NADPHoxidasy
a expresi genu pro tento enzym. V grafu na obr. 28 je mozné vidét, ze DPI u vSech vzorkt
zpusobilo pokles aktivity enzymu pfiblizné na polovinu pGvodni hodnoty. Nebyly
detekovany vyznamné zmény aktivity NADPHoxidasy po aplikaci elicitinti na buné¢nou
tabakovou suspenzi ovlivnénou piidavkem DPI.

Bylo provedeno také orienta¢ni stanoveni exprese geni RBOHD (obr. 29).
Témeét U vSech vzorkli doslo vlivem DPI k narGistu exprese genli pro ob¢ isoformy
NADPHoxidas Vv porovnani s detekovanou expresi Vv jednotlivych experimentech
(kontrolnich, po aplikaci testovanych elicitinil). Nejvyraznéjs$i nariist exprese genu
RBOHD?2 vlivem DPI byl u bunék osetfenych Inf. Vysoka byla nadexprese také u Inf
VI13K/A14T a kontrolnich vzorkil s DPI. Naopak u Inf byl pozorovan mirny pokles
exprese RBOHD1.
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Obr. 28: Vliv elicitint a aplikace difenylenjodonium chloridu (DPI) na aktivitu NADPHoxidasy
v bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Aktivita byla stanovena ve vzorcich 1 a 4 h
po aplikaci elicitind. Koncentrace elicitind 5 nmol/l, DP1 5 umol/l. DPI aplikovano 10 minut
pred piidanim elicitint.
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Obr. 29: Zména exprese NADPHoxidas v bunkach N. tabacum L. cv. Xanthi 4. h po aplikaci
elicitini. Hodnoty jsou vztazeny vzdy k trovni exprese v kontrolnich buitkach nebo buiikach
osetfenych testovanymi elicitiny. Koncentrace elicitind 5 nmol/l. A - exprese genu RBOHD1, B
- exprese genu RBOHD2.

4.2.5 VIliv na aktivitu askorbatperoxidasy

Aktivita enzymu 1 h po aplikaci elicitinti byla v pfitomnosti DPI snizena o cca 20-35 %
s vyjimkou puisobeni Cry K13V. Pokles APX aktivity o cca 10 % byl detekovan v piipadé
kontrolniho vzorku. Ctyii hodiny po aplikaci elicitind byla detekovana
0 45-60 % zvySena APX aktivita u vzorkl vystavenych piisobeni DPI. V ptipadé Inf
VI13K/A14T byl efekt DPI minimalni (zvySeni aktivity o ccal0 %) a v ptipad€ Cry byl
zaznamenan pokles APX aktivity o 15 %. Nejvyraznéjsi narast APX aktivity v disledku
aplikace DPI k tabakovym buiikam byl detekovanu kontrolniho vzorku (cca 80 %).
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Obr. 30: Vliv aplikace difenylenjodonium chloridu (DPI) a elicitind na aktivitu APX v bun&tné
suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Aktivita byla méfena v bunkach 1 a 4 h po aplikaci eliciting.
Koncentrace elicitini 5 nmol/l, DPI 5 pmol/l. DPI aplikovano 10 minut pfed pfidanim elicitinu.
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4.3 Vliv donoru oxidu dusnatého GSNO na pusobeni elicitinu

4.3.1 Vliv na nekrotickou aktivitu v tabakovych listech

Dalsim dil¢im tkolem ptedlozené diplomové prace bylo studium vlivu GSNO na obranné
mechanismy rostlin vyvolané piisobenim elicitinti. V prvnich orienta¢nich experimentech
byla  testovina  mozna  nekroticka  aktivita GSNO v  koncentraci
1-10 mmol/l. Pti pouziti koncentrace GSNO 5 mmol/l a vyssi byla detekovana stopoveé
nekroza. Pro dal$i experimenty byla zvolena koncentrace GSNO 3,5 mmol/1 (obr. 31).
Nasledné byl testovan vliv aplikace GSNO o zvolené koncentraci na nekrotické ucinky
elicitini. Ukazalo se, ze GSNO nijak neovliviiuje nekroticky efekt Cry ani Cry K13V.
Naopak u listu osetfené¢ho Inf V13K/A14T aplikace GSNO tvorbu nekroz 24 hodin
po aplikaci elicitinu vyznamn¢ potlacila (obr. 32). Ani po 48 hodinach nedoslo k vétsSimu
rozvoji nekrotickych ploch v misté aplikace Inf VI3K/A14T a GSNO. Obdobny trend byl

pozorovan u listi rostlin z fytotronu 1 skleniku.
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Obr. 31: Testovani S-nitrosoglutathionu (GSNO) — tvorba nekrozy u N. tabacum L. cv. Xanthi.
Fotografickd dokumentace listl, pfipadné tvorby nekroz a grafické vyhodnoceni intenzity tvorby
nekrozy (plocha s nekrotickou reakci/plocha s tlakové infiltrovanou latkou). 24 h po aplikaci
elicitint. Rostliny péstované v A - fytotronu, B - skleniku. Aplikace GSNO o koncentraci 0,1;
0,4;1; 2,5; 3; 3,5; 4, 5; 10 mmol/l.
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Obr. 32: Testovani vlivu S-nitrosaglutathionu (GSNO) na schopnost elicitini indukovat tvorbu
nekrozy u N. tabacum L. cv. Xanthi. Fotografickd dokumentace listl, pfipadné tvorby nekroz
a grafické vyhodnoceni intenzity tvorby nekrozy (plocha s nekrotickou reakci/plose s tlakové
infiltrovanou latkou). Rostliny péstované ve skleniku. 24 h po aplikaci elicitinu. Aplikace
3,5 mmol/l GSNO, 100 nmol/l elicitin. Oznaceni aplikovanych latek: 1) voda, 2) Cry, 3) Cry +
GSNO, 4) GSNO, 5) Cry K13V, 6) Cry K13V + GSNO, 7) Inf, 8) Inf + GSNO,
9) Inf V13K/A14T, 10) Inf V13K/A14T + GSNO.
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4.3.2 Vliv na zivotnost bunécéné suspenze

V orientacnich experimentech byl nejprve testovan mozny negativni tc¢inek GSNO
na zivotnost bunééné suspenze vrozmezi 0,1-1 mmol/l koncentrace. Nejvyssi
koncentrace 1 mmol/l nemé¢la ani po 24 hodinach negativni vliv na Zivotnost, proto byla
vybrana pro hodnoceni vlivu GSNO na t¢inek elicitinti. Ctyti hodiny po aplikaci elicitini
a GSNO k buné¢né suspenzi nebyl detekovan vyznamny vliv GSNO na zivotnost bunék
kontrolnich ani po elicitaci (obr. 33). Mg¢ieni Ize vzhledem k pomérné velkym
smérodatnym odchylkam povazovat spiSe za orienta¢ni. Pouze u Inf a jeho mutantni
formy Inf V13K/A14T byl pozorovan negativni vliv GSNO na zivotnost 24 hodinach

po zahdjeni experimentu.

1,6
— 14
B _ T @s GSNO
s 12 T
2
N 1,
= L
% 08 - 4+ 1
S /
= 06 - /
>
)ﬁ 0,4’
. 5 7N 78
(38} Y— (a5} Y—
s E 5§ &§ & 5 & § & 3
£ < X E < S
2 > 2 >
a O 9 &)
> >
£ £
4h 24 h

Obr. 33: Vliv elicitint a aplikace S-nitrosoglutathionu (GSNO) na zivotnost bunééné suspenze
N. tabacum L. cv. Xanthi. Zivotnost sledovana ve 4. a 24. hodiné po aplikaci elicitinti metodou
s FDA. Koncentrace elicitint 5 nmol/l a GSNO 1 mmol/l. GSNO aplikovano 10 minut
pted pridanim elicitinl. V grafu srafované oznaceni — aplikace elicitinu s GSNO.

57



4.3.3 VIiv na produkci ROS

Po aplikaci GSNO k bunééné suspenzi byla témét zcela potladena prvni faze produkce
ROS, ke které dochazi ptisobenim elicitint, a to zejména Cry a jeho mutantni formy Cry
K13V (obr. 34). Ve vzorcich osetienych GSNO a elicitiny dochazi k narastu produkce
ROS az od 180 min. Maximalni produkce ROS ve druhé fazi po elicitaci Cry byla ve 180
min. U bun¢k soucasné osetfenych Cry a GSNO byla doba maximani produkce posunuta
k 250 min. V bunécné suspenzi s Cry K13V a GSNO je produkce ROS v druhé fazi

priblizné trikrat niz§i v porovnani se suspenzi osetfenou pouze Cry K13V.
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Obr. 34: Vliv S-nitrosoglutathionu (GSNO) na schopnost elicitini indukovat produkci ROS
v buné¢né suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Detekce luminolem. Produkce sledovana
v intervalech 15-30 minut po dobu 420 minut. Koncentrace elicitini 5 nmol/l, GSNO 1 mmol/l.
GSNO aplikovano 10 minut pfed pfidanim elicitind. A — produkce ROS po aplikaci elicitind. B —
produkce ROS po aplikaci GSNO a elicitint.
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4.3.4 VIliv na aktivitu askorbatperoxidasy

Obecné lze konstatovat, ze aplikace GSNO méla negativni vliv na APX aktivitu
u kontrolnich bun€k i u bunék vystavenych pisobeni elicitinG 1 i 4 h po zahgjeni
experimentu. Nejvetsi inhibicéni efekt GSNO byl pozorovan v ptipadé bunék osetfenych

Cry a nejmensi v pfipad¢ elicitace Cry K13V.
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Obr. 35: Vliv aplikace S-nitrosoglutathionu (GSNO) a elicitinii na aktivitu APX v buné¢né
suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Aktivita byla méfena v bunkach 1 a 4 h po aplikaci eliciting.
Koncentrace elicitin 5 nmol/l, GSNO 1 mmol/l. GSNO aplikovano 10 minut pied pfidanim
eliciting.
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4.4 Vliv inhibitoru S-nitrosoglutathionreduktasy N6022 na piisobeni

elicitinu

4.4.1 VIliv na nekrotickou aktivitu v tabakovych listech

Sloucenina N6022 je prokazanym inhibitorem enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR). GSNOR katalyzuje pfeménu GSNO na oxidovany glutathion (GSSG)
a hydroxylamin. V prvnich orienta¢nich experimentech byl testovan vliv N6022
na tvorbu nekrozy na listech N. tabacum L. cv. Xanthi. Po aplikaci N6022 ve zvolené
koncentraci 0,1 — 100 pmol/l do listu nedochazelo k tvorbé nekrozy. Aplikace inhibitoru
N6022 v koncentraci 100 pmol/l neméla zadny vliv na nekrotickou aktivitu elicitinl

v listech rostlin péstovanych ve fytotronu ani ve skleniku (obr. 36).
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Obr. 36: Testovani vlivu inhibitoru S-nitrosoglutathionreduktasy (N6022) na schopnost elicitint
indukovat tvorbu nekrozy u N. tabacum L. cv. Xanthi. Fotografickd dokumentace listd, ptipadné
tvorby nekroz a grafické vyhodnoceni intenzity tvorby nekrozy (plocha s nekrotickou
reakci/plocha s tlakov¢ infiltrovanou latkou). Rostliny péstované ve skleniku. 24 h po aplikaci
elicitinti. Aplikace 100 umol/l N6022, 100 nmol/l elicitin. Oznaceni aplikovanych latek: 1) voda,
2) Cry, 3) Cry + N6022, 4) N6022, 5) Cry K13V, 6) Cry K13V + N6022, 7) Inf, 8) Inf + N6022,
9) Inf V13K/A14T, 10) Inf V13K/A14T + N6022.
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4.4.2 Vliv na zivotnost bunécéné suspenze

Pro stanoveni a¢inku N6022 na tabakovou bunécnou suspenzi byla vybrana koncentrace
1 pumol/l N6022 podle diplomové prace JendriSakova (2015), kde aplikace
této koncentrace zpusobovala pokles GSNOR aktivity v bunéénych suspenzich
N. tabacum L. cv. Xanthi ptiblizné na 40 % ptvodni aktivity. Aplikace N6022 méla 1 h
po zahijeni experimentu srovnatelny negativni efekt na kontrolni tabdkové bunky
i bunky vystavené pasobeni elicitini. Doslo k cca 20% poklesu Zivotnosti (obr. 37).
Vyjimkou byly pouze buiiky po aplikaci Cry K13V, jejichz zivotnost ptitomnost N6022
neovlivnila. Po 24 h od aplikace testovanych latek se inhibi¢ni efekt N6022 vyrazné
prohloubil v piipadé kontrolnich bunék (pokles Zivotnosti o 50%) a u bunék po elicitaci

Inf (pokles zivotnosti o 70%).
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Obr. 37: Vliv elicitint a aplikace inhibitoru S-nitrosoglutathionreduktasy (N6022) na zivotnost
bunééné suspenze N. tabacum L. cv. Xanthi. Zivotnost sledovana ve 4. a 24. hodin& po aplikaci
elicitint metodou s FDA. Koncentrace elicitinti 5 nmol/l a N6022 1 pmol/l. N6022 aplikovano
10 minut pied pfidanim elicitind. V grafu srafované oznaéeni — aplikace elicitinu s N6022.
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4.4.3 VIliv na produkci ROS

Inhibitor N6022 neovlivnil produkci ROS vyvolanou po aplikaci testovanych elicitinti
(obr. 38).
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Obr. 38: Vliv inhibitoru S-nitrosoglutathionreduktasy (N6022) na schopnost elicitinii indukovat
produkci ROS v bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Detekce luminolem. Produkce
sledovana v intervalech 15-30 minut po dobu 420 minut. Koncentrace elicitind 5 nmol/l, N6022
1 pumol/l. N6022 aplikovano 10 minut pied pfidanim elicitini. A - produkce ROS po aplikaci
elicitint. B - produkce ROS po aplikaci N6022 a elicitint.
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4.4.4 Vliv na aktivitu askorbatperoxidasy

Dle orienta¢nich vysledkd piitomnost inhibitoru N6022 1 hodinu po aplikaci vSech
testovanych elicitinii méla pozitivni efekt na aktivitu APX (cca 12-20 % navySeni aktivity
APX). Aktivita APX v kontrolnich buinikdch nebyla ovlivnéna pfitomnosti N6022.
Ve 4. hodiné po elicitaci tabakovych bun€k byla detekovana po aplikaci N6022 naopak
snizend aktivita APX (cca o 10-30%). N6022 nemél vliv na APX aktivitu bunck

po elicitaci Inf.
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Obr. 39: Vliv aplikace inhibitoru S-nitrosoglutathionreduktasy (N6022) a elicitinti na aktivitu
APX v bunécné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Aktivita byla méfena v buitkach 1 a4 h
po aplikaci elicitinii. Koncentrace elicitini 5 nmol/l, N6022 1 pmol/l. N6022 aplikovano 10 minut
pred pridanim elicitind.
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4.5 Vliv lapace oxidu dusnatého PT1O na pusobeni elicitint

4.5.1 Vliv na nekrotickou aktivitu v tabakovych listech
Jako posledni byl testovan vliv latky PTIO, lapace oxidu dusnatého. Vysoké koncentrace
PTIO zptsobovaly V listech tabdku z fytotronu nekrozy, proto byla vybrana jako
nejvhodnéjsi koncentrace 0,5 mmol/l (obr. 40).

Byl posouzen vliv 0,5 mmol/l koncentrace PTIO na nekrotické ucinky elicitind
V listech rostlin ze skleniku vedla aplikace PTIO k mensimu rozvoji nekrotické plochy
24 hodin po infiltraci Cry a Cry K13V. Po aplikaci Inf VI3K/A14T doslo piisobenim
PTIO K uplnému zastaveni nekrotického ucinku elicitinu. Po 48 hodinach byla plocha
s PTIO a Inf VI3K/A14T stale bez nekroz a u Cry a Cry K13V k dalSimu rozSiteni
nekrotické plochy téméf nedoslo. V rostlinach z fytotronu byl u¢inek PTIO obdobny,
u Cry a Cry K13V doslo k mirnému potlaceni nekrotického Gc¢inku 24 hodin po jejich
aplikaci (obr. 41). Pii soucasné aplikaci PTIO a Inf VI3K/A14T nebylo pozorovano

zastaveni nekrotické aktivity.
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Obr. 40: Testovani lapace oxidu dusnatého (PTIO) — tvorba nekrozy u N. tabacum L. cv. Xanthi.
24 h po aplikaci PTIO. Rostliny péstované v A) fytotronu, B) skleniku. Aplikace PTIO
o koncentraci 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1; 2,5; 5 mmol/l.
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Obr. 41: Testovani vlivu lapace oxidu dusnatého (PTIO) na schopnost elicitinii indukovat tvorbu
nekrozy u N. tabacum L. cv. Xanthi. Rostliny péstované ve fytotronu. 24 h po aplikaci eliciting.
Aplikace 0,5 mmol/l PTIO, 100 nmol/l elicitin. Oznaceni aplikovanych latek: 1) voda, 2) Cry,
3) Cry + PTIO, 4) PTIO, 5) Cry K13V, 6) Cry K13V + PTIO, 7) Inf, 8) Inf + PTIO 9) Inf
V13K/A14T, 10) Inf V13K/A14T + PTIO.
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5 Diskuze

5.1 Nekroticka aktivita elicitinu

Elicitiny jsou proteinové elicitory produkované organismy rodu Phytohthora a Pythium.
Tyto proteiny jsou rozpoznavany fadou rostlin a jsou schopny aktivovat obrannou reakci
(Derevninaet al., 2016). Elicitiny se déli do tii zakladnich tfid podle délky
aminokyselinové sekvence a podttid dle jejich isoelektrického bodu (Oswald et al., 2014).
Ttida I zahrnuje elicitiny s 98 aminokyselinami. S nekrotickou aktivitou je tzce spojena
pozice 13 v primarni struktuie elicitinti. Bazické elicitiny podttidy I obsahuji v této
pozici hydrofobni lysin a jsou vysoce nekroticky aktivni. Kyselé elicitiny podtiidy o maji
nizkou nekrotickou aktivitu a v pozici 13 obsahuji hydrofilni valin. Pro indukci nekroz
u tabaku je potteba aplikovat az stonasobné vétsi koncentrace elicitini la vV porovnani
s elicitiny I (Pernollet et al., 1993; Fefeu et al., 1997). Nejlépe prostudovanymi elicitiny
jsou Cry a Inf, které jsou piivodem z patogenu Phytophthora cryptogea, respektive
Phytophthora infestans. Rada publikovanych praci se zabyvala studiem vztahu mezi
strukturou a biologickou aktivitou elicitinu Cry pomoci piipravy mutantnich forem tohoto
proteinu (Osman et al., 2001b; Lochman et al., 2005; Pleskova et al., 2011; Dokladal
et al., 2012; Sandor et al., 2016; Uhlikova et al., 2016).

V piedlozené diplomové praci byl studovan vliv modifikace v poloze 13 a 84
ve struktute elicitind Inf a Cry na jejich schopnost indukovat obrannou reakci u rostlin.
Jako modelovy systém byly pouzity rostliny a bunééna suspenze N.tabacum L. cv.
Xanthi, ptipadné rostliny N. tabacum L. cv. Samsun. Piedlozena prace je soucasti
projektu zaméfené¢ho na studium ulohy NO v obranném mechanismu rostlin po jejich
elicitaci. Cilem prace bylo stanoveni vlivu elicitinti s rozdilnou strukturou na nekrotickou
aktivitu, produkci ROS a mozny regulacni efekt NO.

Cry je bazicky elicitin s vysokou nekrotickou aktivitou a patii do podtiidy Ip (Fefeu
etal.,, 1997). Po rozpoznani Cry tabakovymi bunkami dochdzi napt. k aktivaci
proteinkinas, influxu Ca?" iontf, indukci produkce ROS, efluxu aniontii a expresi
obrannych gent (Garcia-Brugger et al., 2006). Intenzita nekrotického t¢inku Cry zavisi
na jeho koncentraci, ale také na typu modelové rostliny (N. tabacum L. cv. Xanthi,
N. tabacum L. cv. Samsun, N. benthamiana) a na uspofadani experimentu - tlakova
aplikace do listu (Wendehenne et al., 2002), nasavani do listu (Dokladal et al., 2012),
aplikace do stonku (Uhlikova et al., 2016) ¢i k buné¢né suspenzi (Hirasawa et al., 2004).

Na rostlinach N. tabacum L. cv. Xanthi byla po 48 h pozorovana nekroza téméf na celé
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plose osetiené 10 a 50 nmol/l Cry (Pleskova et al., 2011). Obdobné¢ doslo k nekroze téméf
celé plochy 24 h po piimé infiltraci 100 nmol/l Cry do listu N. tabacum L. cv. Xanthi
(Wendehenne et al., 2002). Dle Hirasawa et al. (2004) zivotnost tabakovych bun¢k BY -
2 klesla 4 h po aplikaci 30 nmol/l Cry na pfiblizn€ 80 % pivodni hodnoty, pii aplikaci
vyssich koncentraci byl nekroticky G¢inek vyraznéjsi (pokles na cca 30 % 4 h po aplikaci
1000 nmol/l Cry). V diplomové praci JendriSakova (2015) byl pozorovan pokles
Zivotnosti tabakovych bunék (N. tabacum L. cv. Xanthi) na 50 % 4 h po aplikaci 5 nmol/Il
Cry. V praci Kulik et al. (2015) byl sledovan pokles zivotnosti pfiblizné na 50 % 24 hodin
po aplikaci 100 nmol/l Cry k bunétné suspenzi N.tabacum L. cv. Xanthi. Obdobny
ucinek na bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi byl pozorovan 24 h po aplikaci
10 nmol/1 Cry (pokles Zivotnosti na 60 %; Lochman et al., 2005), 25 nmol/l Cry (pokles
zivotnosti na cca 30 %; Wendehenne et al., 2002), 50 nmol/l Cry (pokles zivotnosti téméf
na 0 %; Lamotte et al., 2004). V nasich experimentech byl detekovan 4 h po aplikaci
5 nmol/l Cry na bunéénou suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi pokles Zivotnosti na cca
70 % a po 24 h cca 15 %. Vysledky piedlozené diplomové prace jsou srovnatelné s dosud
publikovanymi studiemi, které se zabyvaly studiem biologické aktivity Cry.

U Cry vede zaména lysinu v pozici 13 za valin ke ztrat¢ kladného povrchového naboje
V misté¢ mutace. Mutant m4a vyrazné snizenou schopnost pfenaset steroly pfes membrany
a vazat je do své hydrofobni dutiny. Ve studii Pleskova et al. (2011) byl patrny vyznamny
rozdil v nekrotické aktivité Cry a jeho mutantni formy Cry K13V pii pouzité koncentraci
10 nmol/l v listech 9tydenni rostliny N. tabacum L. cv. Xanthi (obr. 42). Pti aplikaci
koncentrace 50 nmol/l byl nekroticky ucinek Cry K13V srovnatelny s Cry. S touto studii
koreluji vysledky ptedlozené diplomové prace, kdy byl v listech 8tydennich rostlin
pii pouzité koncentraci 100 nmol/l pozorovan statisticky nevyznamny mirny pokles
nekrotického u¢inku Cry K13V v porovnani s Cry. Ve studii Hirasawa et al. (2004)
byl 4 h po aplikaci mutantni formy Cry K13V o koncentraci 500 nmol/l pozorovan pokles
Zivotnosti tabakovych bunék BY-2 o piiblizné 30%. 4 h po piidavku Cry o koncentraci
500 nmol/l byl pozorovan pokles Zivotnosti o 50 %. Zivotnost byla detekovana podobné
jako vnasi studii spektrofluorimetrickou metodou vyuzivajici FDA. Nase vysledky
poukazuji na vyrazny negativni vliv Cry K13V na Zivotnost bun¢k N. tabacum L. cv.

Xanthi jiz pfi koncentracich 5 nmol/l, ktery byl srovnatelny s efektem po aplikaci Cry.
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Lys13Val

Obr. 42: Fotograficka dokumentace indukce nekroz po aplikaci elicitint. Fotografie listi byly
pofizeny 24 hodin po aplikaci 10 nmol/l a 50 nmol/l elicitint (pfevzato z Pleskova et al., 2011).

Ve studii Dokladal et al. (2012) bylo zjisténo, ze zaména valinu v pozici 84
za fenylalanin vede u Cry ke ztraté jeho schopnosti vazat steroly. Mutant Cry V84F
v suspenzni kultuie N. tabacum L. cv. Xanthi indukoval produkci ROS téméf ve stejné
mife jako Cry. Mutantni protein v koncentraci 250 nmol/l, aplikovany nasavanim do listd
N. tabacum L. cv. Xanthi vykazoval nizsi nekrotickou aktivitu nez Cry (Dokladal et al.,
2012). Vnasi studii byla naopak pozorovana mirn¢ zvySena nekroticka aktivita
po tlakové infiltraci 100 nmol/l Cry V84F do lista N. tabacum L. cv. Xanthi v porovnani
s aplikaci Cry. V pripadé¢ elicitace N. tabacum L. cv. Samsun byla detekovana cca 0 20 %
mensi nekroticka aktivita v porovnani s piisobenim Cry. ZvySeny nekroticky t¢inek Cry
V84F na listech N. tabacum L. cv. Xanthi byl potvrzen vyssi ztratou zivotnosti (0 40 %)
4 h po aplikaci 5 nmol/l Cry V84F k bunééné suspenzi N.tabacum L. cv. Xanthi
V porovnani s Cry.

Inf je elicitin tfidy la produkovany patogenem P. infestans a jeho pI ma hodnotu 4,7
(Huet et al., 1993). V rostlinach rodu Solanum po aplikaci 100 nmol/l Inf nedochazi
K hypersenzitivni reakci doprovazené nekrotickou aktivitou. U rodu Nicotiana vsak
nekrozy v reakci na elicitin byly pozorovany (Kamoun et al., 1997a; Kawamura et al.,
2009). V listech rostlin N. benthamiana zptisobuje Inf v koncentraci 1000 nmol/l nekrozy
3 dny po aplikaci (Yoshioka et al., 2003). 24 hodin po aplikaci 50 nmol/l Inf k tabakovym
bunikam BY-2 byl pozorovan 4nasobny nartst bunééné smrti ve srovnani s kontrolnim
vzorkem (Yamamoto et al., 2004). V tabakovych bunkach BY-2 byl pozorovan mirny
narist bunééné smrti az 24 hodin po aplikaci 150 nmol/l Inf (Uruma et al., 2009).
V ptedlozené dilomové praci byl pozorovan negativni vliv Inf na Zivotnost tabakovych
bun€k N. tabacum L. cv. Xanthi az pfi koncentraci 500 nmol/l, kdy po 24 h po aplikaci
Inf doslo k 80% ztraté zivotnosti. VIiv mutace v poloze 13 a 84 Inf nebyl dosud studovan.

Ob¢ mutace vyznamné ovlivnily Zivotnost bun¢k. Bylo pozorovano cca 30% snizeni
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zivotnosti 4 h po aplikaci obou mutantnich forem Inf. Po 24 h byla ztrata zivotnosti
intenzivnéj$i v ptipadé aplikace Inf V13K/A14T.

Pri tlakové infiltraci elicitinti do listd dochdzi k jejich rozsifeni v mensi mife také
do oblasti 3 mm vzdalenych od mista inflitrace (Uhlikova et al., 2016). Toto zjisténi
koreluje s vysledky ptedlozené prace, kdy byla v nékterych ptipadech pozorovana tvorba

nekroz i v oblastech obklopujicich infiltrovanou plochu.

5.2 Uloha NADPHoxidasy a ROS v obranné reakci rostlin
Hlavni enzym, ktery se podili na produkci ROS za fyziologickych podminek i v reakci

na stresové faktory, je NADPHoxidasa. Dal§imi enzymy jsou peroxidasy bunécné stény,
oxalatoxidasa a aminoxidasa (Lamb a Dixon, 1997). Produkce ROS po napadeni rostliny
patogenem probiha ve dvou fézich, kdy prvni fazi produkce ROS zajistuji enzymy
jiz ptitomné v daném okamziku v buiice. Dalsi faze pak zavisi na schopnosti rostliny
v reakci na patogen aktivovat obranné mechanismy vedouci k syntéze novych proteind
senzymovou aktivitou v burice. Tento jev je oznaCovan jako oxidativni vzplanuti
(Chai a Doke, 1987). Ob¢ tyto faze mohou byt aktivovany elicitiny. Nejprve dochazi
k navazani elicitinu na specificky receptor v cytoplazmatické membrané bunky, kdy
dojde k influxu Ca?* ionti a aktivaci NADPHoxidas v membrang. Déle je aktivovana
MAPK signalni draha, ktera aktivuje specifické transkripéni faktory. Tim dojde k nartstu
exprese geni pro NADPHoxidasy. Nové syntetizované NADPHoxidasy jsou pak
zodpovédné za produkci ROS v druhé fazi (Chaparro-Garcia et al., 2011; Adachi et al.,
2015; Derevnina et al., 2016; obr. 5). Aktivita NADPHoxidasy mtze byt regulovana
prostfednictvim vapenatych iontl, fosforylace a NO (Yun et al., 2011; Kadota et al.,
2015).

Dv¢ faze zvyseni produkce ROS s maximy ptiblizné v ¢asech 10-60 a 180-300 min
byly detekovany po elicitaci bunécné suspenze N. tabacum L. cv. Xanthi Cry nebo
mutantnimi formami Cry a Inf v koncentraci 5 nmol/l. V piipadé aplikace Inf byla
detekovana pouze prvni faze zvySeni produkce ROS. NaSe vysledky koreluji s daty
publikovanymi v praci Kulik et al., 2015, kdy byl detekovan prudky nartst produkce ROS
Vv bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi 20 minut po aplikaci 100 nmol/l Cry.
Vyrazny nartst produkce ROS v bunééné suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi
byl detekovan v ¢asech 15-30 min po aplikaci 5, 10 a 50 nmol/l Cry (Pugin et al., 1997;
Bourque et al., 1998; Lecourieux-Ouaked et al., 2000; Simon-Plas et al., 2002; Lochman
et al., 2005). Noirot et al. (2014) detekoval u tabakovych bun¢k BY-2 vyznamny nartst
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produkce ROS jiz 10 minut po aplikaci 50 nmol/l Cry. Hodinu po jeho aplikaci byla
pozorovana cca 2nasobné zvySena exprese obou geni RBOHD1 aRBOHD2.
V piedlozené praci bylo stanoveno 4 hodiny po aplikaci elicitini vyznamné zvyseni
exprese gentt pro NADPHoxidasy (RBOHD1 a RBOHD?2; az 16nasobné po elicitaci Cry
VV84F). Exprese RBOHDL1 byla cca 2-4 nasobné vyssi V porovnani s expresi RBOHD2
Vv zavislosti na typu elicitinu. Podobné jako v praci Noirot et al. (2014) jsme detekovali
pouze cca 2nasobné zvySeni exprese RBOHD1 a RBOHD2 hodinu po elicitaci
(nepublikované vysledky). V souladu s detekovanymi zménami v produkci ROS byla
exprese RBOHD1 a RBOHD2 po elicitaci Inf nejnizsi. V tabakovych bunkach BY-2 byla
detekovana nadprodukce O 6 hodin po aplikaci 50 nmol/I Inf (Saito et al., 2006). Prudky
nartst produkce ROS byl pozorovan 3 hodiny po aplikaci 1000 nmol/l Inf v tabdkovych
bunkach BY-2 (Sasabe et al., 2000).
V N. benthamiana dochazi vlivem Inf k indukci produkce ROS (Asai et al., 2008). Nase
vysledky poukazuji pouze na mirny narust produkce ROS v rané fazi po aplikaci Inf,
ptipadné mutantni formy Inf V84F v 5 nmol/l koncentraci. Souvislost mezi intenzitou
produkce ROS a snizenim zivotnosti bunééné suspenze lze pozorovat v predlozené
diplomové praci podobné jako v fad¢ jiz publikovanych studii (Hirasawa et al., 2004,
Kulik et al., 2015). Cry V84F indukoval produkci ROS v burikach N. tabacum L. cv
Xanthi podobné jako Cry. Cry V84F ma miru afinity ke specifickym vazebnym mistim
na cytoplazmatické membrané tabakovych bunék srovnatelnou s Cry. Schopnost Cry
a Cry V84F indukovat produkci ROS a resistenci proti patogenu je tedy patrné spjata
s jejich vysokou afinitou Kk receptoriim v cytoplazmatické membrané (Dokladal et al.,
2012). U tabakovych bunék BY-2 byla potvrzena vyrazna aktivace produkce ROS po
aplikaci 500 nmol/l Cry, naopak Cry s mutaci v poloze 13 zpusobil 10-nasobné nizsi
zvyseni hladiny ROS (Hirasawa et al., 2004). V nasem experimentu po aplikaci mutantni
formy Cry K13V k bunkam N. tabacum L. cv Xanthi nebyla pozorovana vyznamné
snizena produkce ROS v porovnani s piisobenim Cry. Mutace v infestinu v poloze 13
a 84 vedou ke zvySeni jeho schopnosti aktivovat expresi NADPHoxidas, zaroven
mutacemi dochdzi ke zvySené tvorbé nekroz v tabakovych rostlinach a negativnimu vlivu
na zivotnost bunécéné suspenze N. tabacum L. cv. Xanthi. V predlozené praci
se nepodafily prokdzat vyznamné zmény v NADPHoxidasové aktivité po aplikaci
elicitini k buné¢né suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi. Pouze v pfipad¢ elicitace Cry
a Cry K13V byla detekovana hodinu po zahajeni experimentu zvysena aktivita tohoto

enzymu. Zmény v aktivit¢ NADPHoxidasy 4 h po elicitaci nebyly zaznamenany. Protoze
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byla jednozna¢né prokdzana vyznamné zvySena produkce ROS aexprese genu
pro NADPHoxidasu, lze pfedpokladat problém pii ptipravé vzorkli piipadné piimo
pti detekci NADPHoxidasy. V ramci dalsiho studia bude nutné stanoveni aktivity
NADPHoxidasy optimalizovat a znovu proméfit. Po elicitaci nebyly zaznamenany
vyznamné zmény v APX aktivité. 4 h po aplikaci Cry a Inf V13K/A14T bylo detekovano
mirné navySeni aktivity APX. Minimalni vliv Cry a mutantnich forem Cry a Inf
na aktivaci APX koresponduje s vyznamnym sniZzenim Zivotnosti bunééné suspenze
a vysokou nekrotickou aktivitou po elicitaci listt v souvislosti s intenzivni produkci ROS
(oxidativni stres).

Inhibitor flavinovych oxidoreduktas DPI je schopen inhibovat rostlinné
NADPHoxidasy (Pugin et al., 1997). DPI mtze inhibovat také synthasu oxidu dusnatého,
xanthinoxidasu nebo komplex I dychaciho fetézce v mitochondriich (Tazzeo et al., 2009).
DPI inhibuje oxidasovou aktivitu rostlinnych peroxidas (Frahry a Schopfer, 1998).
ZvySena produkce ROS v tabakovych bunikach BY-2 po aplikaci 1000 nmol/l Inf byla
potlacena piidavkem 500 nmol/l DPI. 24 hodin po aplikaci této koncentrace Inf byla
pozorovana vysokd mira bunééné smrti, pritomnost DPI zivotnost bunék dale snizila
(Sasabe et al., 2000). V bunkach N. tabacum L. cv. Xanthi doslo vlivem 25 pmol/l DPI
k zastaveni produkce ROS po aplikaci 150 nmol/l kryptogeinu (Pugin et al., 1997).
Podobny jev byl pozorovan i pii aplikaci 10 nmol/l kryptogeinu a 10 pumol/l DPI,
respektive 100 nmol/l kryptogeinu a 5 umol/l DPI (Simon-Plas et al., 1997; Kulik et al.,
2015). Aplikace DPI vede ke sniZeni laterdlni mobility RBOHD v cytoplazmatické
membrané a k poklesu zastoupeni dimerni formy tohoto enzymu (Hao et al., 2014).

Nase vysledky koresponduji s jiz publikovanymi daty. Po aplikaci 5 umol/l DPI byla
detekovana pétinasobné sniZzend produkce ROS, aktivita NADPHoxidasy byla sniZena
vice nez na polovinu. Je zajimavé, ze 4 h po aplikaci elicitinli byla detekovana
cca zdvojnasobena exprese genu pro NADPHoxidasu (RBOHD1 a RBOHD?2) v reakci
na pritomnost DPI. Pfi aplikaci DPI nebyl pozorovan vliv na nekrotickou aktivitu
eliciting, v pfipad¢ detekce zivotnosti tabakovych bunék byl vliv DPI negativni. Aplikace
DPI vedla k mirnému snizeni aktivity APX 1 hodinu po elicitaci, naopak 4 hodiny
po pusobeni elicitinl byla aktivita vlivem DPI zvySena.

ROS jsou toxickymi produkty metabolismu. Mohou zplisobovat oxidaci lipidd,
proteini a DNA, coz vede nasledné k bunécné smrti. V predloZzené diplomové praci

se podafila prokazat souvislost mezi hladinami ROS a intenzitou bunéné smrti
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Vv tabakovych suspenzich po aplikaci elicitinli stejn€ jako v jiZ publikovanych studiich

(Dorey et al., 1999; Sasabe et al., 2000).

5.3 Uloha oxidu dusnatého v regulaci enzymi metabolismu ROS

NO hraje vyznamnou roli v fadé procest v rostlinach. Po napadeni patogenem dochazi
Vv rostlinach k prudkému nartstu produkce NO. Tento plynny radikél vystupuje jako
dilezita signalni molekula v fad¢ obrannych mechanismil. Bylo prokazano propojeni NO
se signdlnimi drahami Ca?* iontfi, proteinkinas, ROS, kyseliny salicylové, jasmonové
a ethylenu. NO reguluje expresi fady obrannych genit a ovliviiuje aktivitu proteini
prostiednictvim S-nitrosylace a nitrace (Kulik et al., 2015). K nadprodukci NO dochazi
také vlivem pusobeni elicitin (Lamotte et al., 2004; Yamamoto et al., 2004; Vitecek
et al., 2008).

V predlozené praci byla studovana uloha NO a vzajemny vztah NO a ROS v regulaci
obrannych mechanismti na modelovém systému N. tabacum L. cv. Xanthi s vyuzitim
aplikace donoru NO (GSNO), inhibitoru enzymu GSNOR (N6022) a lapa¢e NO (PTIO).
Z casovych duvodi, zplsobenych kontaminaci tabakové bunétné suspenze, nebyly
realizovany vSechny planované experimenty s lapacem NO, které¢ musi byt pro kompletni
ukonceni studie nasledné dométeny.

Po aplikaci 1 mmol/l GSNO byla po elicitaci plné zainhibovana produkce ROS v prvni
fazi. Aktivita NADPHoxidasy mize byt inhibovana S-nitrosylaci cysteinu v pozici 890
(Yun et al, 2011). Potvrzeni ptedpokladané negativni regulace NADPH oxidasy S-
nitrosylaci po elicitaci v prostfedi GSNO bude cilem nésledujici studie. V pfedloZzené
diplomové praci byla v bunééné suspenzi oSettené GSNO detekovana po elicitaci pouze
druha faze produkce ROS, kdy k produkci ROS doslo az 200 min po elicitaci a maxima
bylo dosazeno v ptipad¢ Cry 255 min po zahdjeni experimentu. Celkové byla produkce
ROS vyrazné nizsi v porovnani s kontrolni bunéénou suspenzi (bez GSNO) vystavenou
pusobeni elicitinil. Ve druhé fazi se na produkci ROS podili nové produkované enzymy
s NADPHoxidasovou aktivitou, které vznikaji v dusledku aktivace exprese obrannych
genti po interakci rostlinné buiiky s elicitiny, kdy vyznamnou roli vedle kinas, Ca®* iontd
ma i H202. GSNO je nestabilni a na svétle se rozklada. Koncentrace GSNO muze
byt snizena 1 v disledku aktivity enzymu GSNOR, kdy z GSNO vznikd oxidovany
glutathion a hydroxylamin. Vlivem NO dochazi
k S-nitrosylaci fady dalSich proteinti zapojenych v obranné reakci rostlin. Takovym

proteinem je napiiklad SABP3 (Salicylic acid-binding protein 3), ktery je vyznamny
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pfi spusténi signalni drahy kyseliny salicylové. Obdobné je S-nitrosylaci proteinu NPR1
inhibovana exprese odpovidajicich obrannych gent (Yu et al., 2014).

NO mize ovlivitiovat celkové hladiny ROS v buiice také regulaci fady enzymu
vykazujicich antioxida¢ni aktivitu. NO je ovlivnéna napiiklad aktivita katalasy.
NO reguluje také aktivitu enzymu askorbat-glutathionového cyklu jako je APX, MDHAR
a DHAR (Begara-Morales et al., 2015). N¢kolik studii pozorovalo zvysenou aktivitu
vlivem NO a S-nitrosylace na APX z hrachu setého, huseni¢ku rolniho a hlizek kotenti
sOji (Begara-Morales et al., 2014; Correa-Aragunde et al., 2013; Keyster et al., 2011;
Yang et al., 2015). Clark et al., 2000 prokazal in vitro inhibici tabakové APX a katalasy
vlivem donord NO. In vivo inhibice S-nitrosylaci byla prokazana v tabakovych buinikach
BY-2 vystavenych teplotnimu stresu a peroxidu vodiku (de Pinto et al., 2013). Tato
zjisténi odpovidaji vysledktim v piedlozené diplmové praci, kdy byla naméfena snizena
aktivita APX 4 hodiny po aplikaci elicitini a GSNO. Je zajimavé, ze aplikace GSNO
neovlivnila vyznamné negativni efekt elicitinti na zivotnost bunék 4 h po elicitaci. Pouze
v ptipadé Cry byla Zivotnost v ptitomnosti GSNO mirn¢ zvySena, ale protoze méfeni bylo
zatizeno velkou chybou, je nutné tento efekt ovéfit. Ctvrtou hodinu po elicitaci byla
prokazatelné snizend zivotnost bunék v prostiedi GSNO. NO ovliviiuje také aktivitu
peroxiredoxinu II E. Tento enzym pieménuje peroxodusitan na dusitan. S-nitrosylaci
je inhibovan peroxiredoxin II E, ¢imZz dochazi k akumulaci toxického peroxodusitanu
(Yuetal., 2014).

NO hraje klicovou roli pii indukci bunééné smrti po aplikaci elicitinti. V tabakovych
buiikach byl pozorovan ¢astecny pokles bunééné smrti indukované Cry nebo Inf vlivem
aplikace lapace NO cPTIO (Lamotte et al., Yamamoto et al., 2004; Kulik et al., 2015).
Pro vyvolani bunééné smrti je nutna soucasna nadprodukce NO a ROS; samotny NO neni
schopen indukovat buné¢nou smrt (de Pinto et al., 2002).

Aplikace inhibitoru enzymu GSNOR N6022 vyznamné neovlivnila produkci ROS
Vv tabakovych bunikéach. Po aplikaci inhibitoru GSNOR lze ptedpokladat vyssi hladinu NO
vbunkdch a s tim spojenou vétsi miru regulace NADPHoxidasy S-nitrosylaci.
V piedbéznych experimentech s lapacem PTIO (nepublikované vysledky) nebyl rovnéz
detekovan pokles produkce ROS po elicitaci. Na =zdklad¢ téchto vysledki
Ize ptedpokladat, ze hladina NO po elicitaci neni tak vysoka, aby se podilela vyznamné
na negativni regulaci NADPH oxidasy. V praci Kulik et al. (2015) byla vlivem
0,5 mmol/l cPTIO detekovana zvysena produkce ROS v bunéc¢né suspenzi N. tabacum L.
cv. Xanthi 40 minut po aplikaci 100 nmol/l Cry. Nepatrny nardst produkce ROS
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byl pozorovan také pisobenim 0,5 mmol cPTIO na suspenzi N. tabacum L. cv. Xanthi
po aplikaci 50 nmol/l Cry (Lamotte et al., 2004).

V burikach mize dochazet také k reakci NO s Oz za vzniku toxického peroxodusitanu
(ONOOQ"). Peroxodusitan je schopen regulovat aktivitu né€kterych enzymu nitraci.
V tabakovych burikach BY-2 byl detekovan prudky narust produkce ONOO" po aplikaci
Inf a soucasné zvySené zastoupeni nitrovanych proteint (Saito et al., 2006). ZvySena
produkce ONOO™ byla méfena i po aplikaci kryptogeinu k buiikam N. tabacum L. cv.
Xanthi (Kulik et al., 2015). Negativni regulace nitraci byla pozorovana u APX a MDHAR
(Begara-Morales et al., 2015). V A. thaliana byla po napadeni patogenem detekovana
nitrace proteini podilejicich se na fotosyntéze, glykolyze a asimilaci nitratu
(Cecconi et al., 2009).

V navazujicich experimentech by bylo vhodné pouzit misto PTIO jeho modifikovanou

formu cPTIO, kterd ma vétsi prostupnost do buriky.

5.4 Vliv modifikace struktury elicitini na schopnost elicitace

Jednim z cili diplomové prace bylo porovnat ucinky bazického (nekrotizujiciho) Cry
a kyselého Inf a jejich mutantnich forem s mutaci v poloze 13. Jak vyplyva z ptehledné
tabulky 6, Inf v bunééné suspenze N. tabacum L. cv. Xanthi neaktivuje produkci ROS,
nedochdzi ke zménam APX aktivity a nebyl zaznamenéan vliv na zivotnost bungk.
Po elicitaci bylo detekovano mirné navySeni exprese genu pro NADPHoxidasy,
coz se ale neprojevilo na produkci ROS. Cry, ktery je zastupcem elicitinti I tfidy, naopak
stimuloval produkci ROS jiz v prvni fazi (tj. do 1 h po elicitaci) a jesté vétsi produkce
ROS spojena s vyznamné navysenou expresi geni pro NADPH oxidasy byla detekovana
v druhé fazi (4 h po elicitaci). Aktivita APX (soucast antioxida¢niho systému) byla pouze
mirn¢ zvysend. V disledku oxidativniho stresu doslo k vyznamnému poklesu zivotnosti
bunék. Tyto vysledky jsou v souladu s publikovanou charakteristikou Inf a Cry (Kamoun
et al., 1997a; Fefeu et al., 1997). Mutace Inf v poloze 13 vyznamné zménila vlastnosti
tohoto elicitinu. Byla detekovana zvySena produkce ROS v obou sledovanych ¢asech
adh po elicitaci byla detekovana vyznamné zvySena exprese RBOHDI1. Opét
Ize dat do souvislosti zvysenou produkci ROS a vysokym snizenim zivotnosti bungk.
Mezi Cry ajeho mutantni formou Cry K13V nebyly ve sledovanych parametrech

detekovany vyznamné rozdily.
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Tab. 6: Vliv mutaci v elicitinech Inf a Cry na sledované parametry v ¢asech 1 a 4 h po jejich
aplikaci k bunéénym suspenzim N. tabacum L. cv. Xanthi. *Nepublikované vysledky

Zména Inf Inf Cry Cry K13V
V13K/A14T

1h | produkce ROS : 1 [ [
exprese RBOHD1* 1 1 - -
exprese RBOHD2* 1 1 - -
aktivity APX - - -

4 h | produkce ROS - "
exprese RBOHD1 1
exprese RBOHD2 1 1 11 1
aktivity APX - 1 1 1
zivotnosti - Ll Ll L

Reakce kontrolnich bunék a bunék oSetfenych Inf na inhibitor NADPHoxidasy DPI
je srovnatelna (tab. 7). Hodinu po aplikaci DPI doSlo ke snizeni aktivity APX,
ktera za dalsi tfi hodiny byla naopak vyznamné zvySend. U kontrolnich bun¢k a bunék
osetfenych Inf spolu s DPI byla detekovana vysoka exprese RBOHD1/2 ve srovnani
se vzorky bez DPI. ZvySena produkce ROS nebyla detekovana pravdépodobné
v souvislosti s aktivaci APX. Pritomnost DPI u bun¢k po elicitaci Cry, Cry K13V a Inf
V13K/A14T snizila produkci ROS, pies tuto skutecnost byla ztrata zivotnosti po aplikaci
DPI jesté prohloubena.

Aplikace GSNO snizila aktivitu APX v kontrolnich i elicitovanych buiikach. Nejvetsi
zmény byly detekovany po elicitaci Cry. GSNO potlacilo plné produkci ROS v prvni fazi,
Vv druhé fazi byla produkce ROS pozorovana, ale ve vyznamné nizsi intenzit€ v porovnani
s bunikami bez aplikace GSNO. Efekt aplikace inhibitoru GSNOR (N6022) na sledované
parametry byl minimalni, pouze v ptipad¢ Cry a Inf VI3K/A 14T bylo detekovano snizeni
APX aktivity.

Nebyly zaznamendny zmény Vprodukci ROS a zivotnosti bunck. Lze tedy
predpokladat, ze nedochézi k tak vyznamné produkci NO, jejiz hladina je regulovéna
GSNOR, aby doslo k vyraznému ovlivnéni produkce ROS a nasledné¢ zivotnosti bun¢k

po elicitaci.
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Tab. 7: Vliv inhibitoru NADPHoxidasy (DPI), donoru oxidu dusnatého (GSNO) a inhibitoru S-
nitrosoglutathionreduktasy na produkci ROS, aktivitu APX, zivotnost a expresi NADPHoxidasy
1 a 4 h po aplikaci elicitini k buné&énym suspenzim N. tabacum L. cv. Xanthi.

Zména

DPI/1 h Zména produkce ROS
Zména aktivity APX
DPI/4 h Zména produkce ROS
Zména exprese RBOHD1
Zména exprese RBOHD?2
Zména aktivity APX
Zmena zivotnosti
GSNO/1 h | Zména produkce ROS
Zmeéna aktivity APX
GSNO/4 h | Zména produkce ROS
Zména aktivity APX
Zmeéna Zivotnosti
N6022/1 h | Zména produkce ROS
Zména aktivity APX
N6022/4 h | Zména produkce ROS - - = =
Zména aktivity APX Ll ! 1] 1]
Zmeéna zZivotnosti | ! ! !

k=1
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6 Zavér

Z vysledkl experimentalni ¢asti je mozno soudit, Ze:

e Zvysena produkce ROS po elicitaci koresponduje s intenzivnim poklesem Zivotnosti
bun¢k. (Cry a mutantni formy Inf a Cry indukovaly produkci ROS a expresi
NADPHoxidasy ve dvou fazich v bunikach N.tabacum L. cv. Xanthi a soucasné
vyznamné snizily jejich Zivotnost. Naopak po aplikaci Inf nebyla detekovdna zvysend
produkce ROS ani zmeny v zivotnosti bunék.)

e Askorbatperoxidasa nehraje vyznamnou roli v regulaci hladiny ROS po elicitaci.

e Mutace vpozici 84 Cry i Inf vedla ke zvySené produkci ROS spojené
s vyssi expresi gentt RBOHD a nasledné zvysené nekrotické aktivité.

e Byla potvrzena vyznamna role aminokyselin v poloze 13 struktury elicitint Inf'a Cry,
ovliviiujici schopnost aktivace produkce ROS a s oxida¢nim stresem spojené ztraty
zivotnosti. (Mutace Cry v pozici 13 vedla k mirné snizené produkci ROS, coz koreluje
se snizenou intenzitou exprese genii RBOHD1 a 2 v porovndni s Cry. Mutace Inf
vpozici 13 vedla kvyraznému ndrustu nekrotické aktivity, kterda koresponduje
se zvySenou produkci ROS a nadexpresi genit RBOHDL1 a 2 v porovndni s Inf.)

e Inhibice NADPHoxidasy Vv ptitomnosti DPI vede k vyraznému poklesu produkce
ROS, coz ukazuje na kli¢ovou roli tohoto enzymu Vv obranné reakci po rozpoznani
eliciting.

e Inhibice produkce ROS vrané fazi po aplikaci elicitini V pfitomnosti GSNO
poukazuje na vyznamnou ulohu NO pfi regulaci metabolismu ROS, pravdépodobné
na trovni regulace aktivity NADPHoxidasy S-nitrosylaci.

e Inhibitor GSNOR nemé¢l vyraznéjsi vliv na bunéénou smrt ani produkci ROS
po aplikaci elicitini. Otdzkou zlstava, zda intenzita produkce NO po elicitaci
je dostatena a mize ovlivnit proces produkce ROS napf. S-nitrosylaci
NADPHoxidasy (Ize ovétit v experimentech s lapacem NO cPTIO a detekci intenzity

S-nitrosylace metodou Biotin-Swich).
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