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Anotace

Plants defend themselves against pathogens by their innate immune system, which is divided
into two layers. The first one is called PTI (pattern-triggered immunity). It is induced by the
perception of molecules from pathogens as microbes or viruses and harmful organisms,
including non-pathogens. The second layer caused by the recognition of effectors is ETI
(effector-triggered immunity). Pathogens release effectors to promote virulence. Plant
immunity can also be artificially induced by molecules from pathogens or by synthetic
compounds that can cause resistance against the pathogens. In this study, we are focusing on
collagen. We investigated if collagen could induce prototypic plant immune responses and, if

yes, if such induction could lead to higher resistance against selected pathogens.
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Seznam zKkratek:

Zkratka Vyznam

ATP adenosintrifosfat

Avr gen avirulentni gen

BABA kyselina B — amino maselna

BAK1 .Brassinosteroid insensitive 1-associated receptor kinase 1*
BIK1 ,, Botrytis-induced kinase 1

BMM minimalni médium pro biofilm

BTH benzothiadiazol

CDPK proteinkinaza zavisla na vapniku

CTD C-terminalni doména

DAMP molekularni vzory spojené s nebezpeéim ¢i poskozenim
eATP extracelulari ATP

EFR receptor rozpoznavajici EF-Tu

EF-Tu clongacni faktor Tu

elf18 18 aminokyselin dlouhy peptid z elongaéniho faktoru (EF-Tu)
elf16 16 aminokyselin dlouhy peptid z elongaéniho faktoru (EF-Tu)
ETI efektory spusténa imunitni rekace

FAC kojugaty mastnych kyselin a aminokyselin

Flg22 22 aminokyselin dlouhy peptid z flagelinu rozpoznavany receptory
FLS2 Receptor rozpoznavajici flagelin

FRK1 flagelinem indukovana kinaza 1

HAMP molekularni vzory spojené s herbivorii

HR hypersenzitivni odpovéd’

ISR indukovana systémova rezistence

JA kyselina jasmonova

LPS lyposacharidy

PRR LRR receptor rozpoznavajici molekulamni vzory bohaty na leucinové opakovani
PRR LysM receptor rozpoznavajici molekularni vzory s lysinovym motivem
MAMP molekularni vzory spojené s mikroorganismy

MAPK mitogenem aktivované kinazy

MS médium Murashige a Skoog médium

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NLR proteiny s nukleotid vazajici doménou

oG oligogalakturonid

PAMP molekularni vzory spojené s patogeny

Peps rostlinné elicitorové peptidy

PPFD fotosynteticky tok fotonu

PR1 protein spojeny s patogenezi 1

PRR receptor rozpoznavajici molekularni vzory

PTI vzory spusténd imunita

RBOHD ., Respiratory Burst Oxidase Homolog D *

RLK receptory podobné kinazam

RLP receptory podobné proteiniim

ROS reaktivni formy kysliku

SA kyselina salicylova

SAR systémov¢ ziskana rezistence

PTI vzory vyvoland imunitni reakce




1 UvVoD

Rostliny se na nasi planeté zacaly vyskytovat daleko dfive nez lidé. A za dobu své
existence se naucily potykat s nepfiznivymi vlivy, které na né pasobi. Témto vlivim lze
obecné fikat pusobeni stresu, ten maze byt biotického ¢i abiotického pavodu. Bioticky stres
je vyvolany Skodlivymi organismy jako jsou rostlinné patogeny a rostlinni skadci. Jako
rostlinné patogeny oznaCujeme organismy, které zpusobuji choroby rostlin. Jsou to
predev§im viry ¢i mikroorganismy jako bakterie a houby. Nebo se rostliny mohou stat
potravou bylozravych skidct. Za abioticky stres lze oznacit napiiklad pusobeni nizkych

teplot, nedostatek srazek ¢i nizkou dostupnost zivin v pude.

Clovék se naudil péstovat rostliny a vyuZivat je ke své obzivé b&hem zemédélské
revoluce pied zhruba 10 000 lety. S péstovanim rostlin se v§ak poji fada problémd, ve formé
jiz zminénych strest, které na rostlinu pusobi. Jejich dopady poté snizuji mnozstvi a kvalitu
rostlinné produkce. Potieba rostlinné produkce v soucasné dobé i v souvislosti s klimatickou
zménou, stoupa. A existuji odhady, Ze jeji vyznam i nadale poroste. Clovek je tak nucen se

se Skodlivymi stresy vyporadat a zamezit jim.

V na$i laboratofi se, mimo jiné, snazime najit slouceniny, které by rostlinam mohly
poskytnout odolnost proti patogenim. Rostliny se s patogeny naucily bojovat vytvorenim
imunitniho systému, kterym rozpoznavaji rizné molekuly pfitomné béhem vyskytu patogenu
v rostlinném téle. Témito slouCeninami jsou napt. molekularni vzory spojené s
mikroorganismy (MAMPs) nebo efektory. MAMPs by se daly oznacit jako elicitory, které
organismus produkuje sam o sobé&, svoji pouhou existenci a nemize tomu plné zabranit,
nebot’ tyto molekuly jsou pro né nezbytné. Efektory jsou naopak latky, které Skodlivy
organismus vysila cilen€, aby potlacil imunitni reakci nebo modifikoval fyziologii rostliny.
Slouceniny vylu¢ované Skodlivym organismem jsou nasledné rozpoznany rostlinou a spousti
imunitni reakci, ktera na rozdil od rozpoznani MAMPs Casto kon¢i 1 bunéCnou smrti ve

formé hypersenzitivni reakce.

Existuji také latky, které jsou schopné indukovat rezistenci (mezi né se mohou fadit 1
nékteré elicitory) proti nékterym patogentim a Skadcim. Nazyvaji se induktory rezistence.
Indukovana rezistence muze byt na polich v budoucnu mocnou zbrani v cesté ochrany plodin
proti napadeni patogeny. NaSe prace se zabyva testovanim kolagenu, jako potencialniho
induktoru rezistence u rostlin. Kolagen je strukturni protein, ktery se hojné vyskytuje naptic

celou zivoc€isnou fisi a jedna se o hlavni stavebni slozku pojivovych tkani. V rostlinach se



ovSem hojné nevyskytuje a 1 proto, by mohl byt rostlinou ,,jednoduse rozpoznavan a mohl

by spoustét rostlinou imunitu.

2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Péstovani rostlin je pro ¢lovéka zasadni zpsob obZivy. S péstovanim také piichazi rada
jiz zminénych problémi ve formé puasobeni riznych strest, jako jsou biotické a abiotické
stresy. Abiotické stresy jsou napiiklad pasobeni nizkych teplot, nedostatek zivin ¢i sucho.
Biotické stresy jsou pusobeni Skodlivych organismi. Jelikoz jsou rostliny béhem svého
Zivota na stejném misté a nemohou se pohybovat, musely se proti t€émto stresim naucit
branit. Z hlediska biotického stresu tuto skutecnost 1ze pojmout jako ,,zavod ve zbrojeni
mezi Skodlivymi organismy a rostlinou. Rostliny vytvari obranné mechanismy, zatimco

patogeny a Skudci vyvijeji strategie k prekonani téchto bariér (Bent & Mackey, 2007).

2.1 Obrana rostlin pred napadeni Sskodlivymi organismy

Rostliny se brani proti patogenim a Skidcim nejen béhem napadeni, ale maji snahu
napadeni patogenem piedejit. Obranu rostlin 1ze rozdé¢lit na aktivni a pasivni. Pasivni obrana,
je trvala a je pfitomna i bez napadeni, 1 kdyZz napadeni ji mize zintenzivnit. Typickymi
piiklady takové obrany je tvorba trichomda, trnt, ¢i biosyntéza ligninu. Aktivni obrana neboli
indukovana obrana je spusténa pouze pii pfitomnosti patogenu nebo Skidce a po jeho
rozpoznani. Béhem Zivota rostliny se pomér téchto dvou zpisobti ochrany mize i ménit. Ty
¢asti rostlinného téla, které jsou mladé a vice lakavé pro skiidce maji velky pomér pasivni
obrany, zatimco casti, které jsou jiz v men§im ohrozeni mohou spoléhat vice na indukovanou
imunitni odpovéd. Toto bylo prokdzano pii studiu na rostlin€é Pastinacia sativa, kdy
rostlinné organy ohrozené herbivoii mély vyssi koncentraci rostlinnych toxind, nez ty

s menSim rizikem (Zangerl & Rutledge, 1996).

2.2 Pasivni obrana rostlin

Podle povahy obrany lze rozlisit v pasivni obran¢ strukturni a chemické bariéry. Produkce
chemickych bariér, je spojena s produkci sekundarnich metabolitd rostlin. Coz jsou latky,
které nejsou pfimo potiebné pro rust ¢i rozmnozovani. Lze mezi né zaradit rostlinné toxiny,

jako jsou flavonoidy, terpeny, alkaloidy, kyanogenni glykosidy a dalsi (Wink, 1988).

Rostliny se také naucily vyuzivat synergistickou povahu pusobeni jimi produkovanych
toxind. Po sloueni vicero typu toxinu, dojde k vytvoreni slouCenin, které maji mnohem

Skodlivéjsi a silnéjsi dopad, nez kazdy typ toxinu zvlast (Hummelbrunner & Isman, 2001).



Nékteré metabolity, které jsou rostlinami produkované jsou jedovaté i pro rostliny
samotné. Rostliny si tak musely vyvinout strategie, jak stémito latkami zachazet
a skladovat je. Skladuji je v neaktivnich formach prekursort, které jsou pii napadeni

Skodlivymi organismy aktivovany (Wittstock & Gershenzon, 2002).

Strukturni bariéry jsou vétSinou Cisté morfologickou zalezitosti. Maji za ukol zabranovat
pruniku Skodlivého organismu do rostlinného téla. Jednou z takovych bariér je kutikula,
ktera pokryva povrch rostlin a oddéluje tak epidermalni buriky od okoli. Z hlavni ¢asti tvori
kutikulu degradovany biopolymer kutin a epikutikularni vosky (Yeats & Rose, 2013).
Rostliny chrani nejen pfed patogeny, ale predevsim pred ztratou vody. Dale pred nékterymi

dal§imi abiotickymi stresy (Serrano et al., 2014).

Strukturni bariéru proti patogenim nalezneme i uvniti rostlinného téla. Struktura
bunécné stény muze efektivné ovlivnit vzajemnou interakci mezi rostlinou a patogenem.
Skodlivé organismy, které se dobyvaji do rostlinnych bun&k, musi pfekonat bun&&nou sténu.
Rostliny se naucily své bunécné stény vyztuzovat naptiklad ligninem (Matusinsky, 2019).
Pasivni jak chemické, tak i mechanické bariéry mohou byt po rozpoznani patogenu posileny.
Naptiklad napadeni rostliny bakterii Pseudomonas syringae zpusobuje akumulaci kalozy
v bunécné sténé (Zhang et al., 2007). Jak naznacuji, hlavnim cilem pasivni obrany je
,nepustit si Uto¢nika k t€lu®. Herbivofi ani skidci se z principu nepotiebuji dostat dovnitf

rostlinného téla. Pro patogeny, které jsou mikroskopické velikosti, je ale situace odli§na.

2.2.1 Cesta patogenu do rostlinného téla

Samotna cesta patogenu do rostlinného téla se lisi i mezi jednotlivymi skupinami
organismi. Ale lze ji obecné rozdélit na aktivni (,,forced entry*) a pasivni cestu (Obr.1).
Béhem pasivni cesty dochazi k praniku pies pruduchy nebo skrze mechanické poskozeni
rostlinnych pletiv. Poranéni je v podstaté nejjednodussi vstupni brana do rostlinného téla.
Za priklady cesty pres pruduchy mohou slouzit infekce bakterie Pseudomonas syringae
(Melotto et al., 2008), nebo houbového patogenu Colleotrichum ktery tvoii houbové
mycelium na povrchu rostlin, ze kterého vyrastaji hyfy, které hledaji oteviené pruduchy,

kterymi pak vstoupi do téla hostitele (Latunde-Dada et al., 1999).

Aktivni prinik je pro patogeny slozit€]si, protoze musi piekonat fyzické bariéry kutikuly
na povrchu listu nebo bunéénou sténu rostlinnych bunék. U houbovych patogentt dochazi
k pfimé penetraci pomoci bunécnych atvari zvanych apresoria (Mendgen & Deising, 1993;

Yi & Valent, 2013). Napiiklad houbovy patogen Golovinomycetes orontii pronika do bunék



rostlin rozbitim kutikuly na povrchu listli a naslednym rozbitim bunécné stény (Braun et al.,
2019). Patogen ztiidy oomycetes Hyaloperonospora arabidopsis vrusta pouze do
apoplastického prostoru skrze spojeni dvou epidermalnich bun¢k (Underwood, 2012). Kdyz

patogen prekona pasivni bariéru a pronikne dovniti do rostlinného téla spusti aktivni obranu.

PFima penetrace  Vstup priduchy  Apoplasticka penetrace

Epidermis

Parenchym
(mezofyl)

DOOTD

.......... Epidermis

Vstup mechanickym poskozenim

Obrazek 1: Vstupni cesty pro patogenni organismy do rostliny. Rostliny jsou cilem mnoha
patogentl, a to jak v nadzemni, tak ve své podzemni ¢asti. Patogeny mohou vstoupit do rostlinné¢ho
téla aktivni ¢i pasivni cestou. Béhem aktivniho pronikani dochazi k pfimé penetraci. Béhem
pasivniho pronikani vstupuje patogen do rostliny pres oteviené pruduchy, apoplastickou penetraci
¢i vstupem skrze mechanické poranéni. Pfevzato a upraveno podle Li et al. (2020).

2.3 Aktivni obrana rostlin — rostlinna imunita

Rostlina se mize spolehnout jen na vrozeny imunitni systém, protoze se u ni nevyskytuje
adaptivni imunni systém. Ov§em vyhodou rostlin je, ze imunitni odpovéd’ je schopna vyvolat
v podstaté jakakoliv rostlinnd buika. Celd imunitni reakce spociva v rozpoznani cizorodych
latek nebo vlastnich latek, najednou se vyskytujicich na nespravném misté (napf. to co je
normalné uvnitf bunék se nahle vyskytuje v mezibunécném prostoru). Poté nasleduje

adekvatni imunitni odpovéd’.

2.3.1 Rozpoznani patogenu

Rozpoznani patogenu je pro rostlinu zasadni krok kjeji obranné. Rostlina si hlida
napadeni patogenem na vice Urovnich. Dulezitymi molekulami rozpoznavanymi rostlinou
jsou tzv. molekularni vzory spojené s mikroorganismy (MAMPs; | Microbe-associated

molecular patterns™) (Lamparova, 2017), také nazyvany PAMPs (Pathogen-associated



molecular patterns) (vice viz kap.2.3.1.1 Rozpoznavané molekuly) (Choi & Klessig, 2016).
Kdy pojem MAMP je nadfazeny pojmu PAMP, ktery je pouze spojeny s molekularnimi
vzory patogenu. Ukazuje se, Ze tyto konzervované vzory jsou piitomné v celych tfidach
mikroorganismu, i u téch které nejsou specializované na rostlinnou stravu (Trda & Janda,
2016). Dal§imi molekularni vzory rozpoznavané rostlinami, jsou vzory spojené s herbivorii
(HAMPs; , herbivors-associated molecular patterns™) (vice viz kap. 2.3.1.1 Rozpoznavané
molekuly) (Mithofer & Boland, 2008). Rozpoznavané mohou byt i latky pavodem
z vlastniho téla, které jsou poskozenim vypustény do mezibunécného prostoru a zachyceny
dalSimi dosud neposkozenymi buiikkami neboli DAMPs (,,Damage-associated molekular
patterns™) (vice viz kap. 2.3.1.1 Rozpoznavané molekuly) (Seong & Matzinger, 2004). Tyto
vzory jsou v drtivé vétSiné rozpoznany jiz v mezibunééném prostoru pomoci receptord, na
plazmatické membrané. Rozpoznani molekularnich vzord obecné vede ke spusténi imunitni
odpoveédi nazyvané PTI (,,Pattern triggered immunity*) (vice v kap. 2.3.2 Signalizace po

rozpoznani patogenu a nasledné imunitni odpovédi).

Dale také muize dochazet k zachyceni Skodlivych organismi po rozpoznani
takzvanych efektort. To jsou molekuly vysilané sktdci ¢i patogeny do rostliny, kde maji za
ukol ovlivnit metabolické procesy tak, aby napomohly infekci patogenu (vice viz kap.
2.3.1.1 Rozpoznavané molekuly) Po rozpoznani efektori dochazi ke spusténi ETI (,,Effector
triggered immunity ;) (vice v kap. 2.3.2 Signalizace po rozpoznani patogenu a nasledné

imunitni odpovédi).

2.3.1.1 Rozpoznavané molekuly
Jedny z prvnich molekul rozpoznanych rostlinou pii vyskytu Skodlivého organismu
jsou MAMPs. Jsou to molekuly evoluéné konzervované a pro mikroorganismy zivotné
dulezité (Li et al., 2020). Vyskytuji se nejen u patogent, ale i u nepatogennich c¢i
saprotrofnich organismt (Newman et al., 2013) . Typickymi zastupci MAMPs jsou flagelin,
bakterialni lipopolysacharidy, elongacni faktory, kratké mastné kyseliny ¢i 1 samotna

mikrobialni DNA nebo houbovy chitin (Choi & Klessig, 2016).

Nejlépe charakterizovanym MAPM v ramci interakci rostlin s mikroorganismy
je bakterialni flagelin, konkrétné jeho 22 aminokyselinovy peptid (flg22) (Gémez-Gomez &
Boller, 2000). S aminokyselinovou sekvenci: QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA (Lia et al.,
2019). Flagelin je zakladni stavebni jednotkou bakterialnich bicikt a zajiStuje jejich

schopnost pohybu (Newman et al., 2013). V roce 2004 byl v rostlin€ Arabidopsis thaliana



identifikovan receptor FLS2 (,,Flagellin sensing2 receptor ‘) rozpoznavajici f1g22 (Gomez-
Gomez & Boller, 2000). Kromé flg22, jsou dalSimi receptory v rostlindch rozpoznavany i

jiné useky flagelinu (Hind et al., 2016).

Dals$im, velmi dobife charakterizovanym MAMP je elongacni faktor. Béhem
proteosyntézy na ribozomu je genetickd informace z mRNA piekladana (proces translace) do
sekvence aminokyselin, které se skladaji v protein. Translaci 1ze rozdélit do nékolika fazi
a béhem faze elongace jsou na ribozom navazané ruzné elongacni faktory, které fidi rast
nového polypeptidového fetézce (Cammack, 2011). Na rostlinné cytoplazmatické membrané
je rozpoznavan bakterialni elongacni faktor (EF-Tu) receptorem EFR (EF-Tu receptor).
Z celého elongacniho faktoru je rozpoznavana konzervovana N-terminalni sekvence elf26,
resp. elf18 (Newman et al., 2013) s aminokyselinovou sekvenci:

SKEKFERTKPHVNVGTIG (Lia et al., 2019).

Rostlinami mohou také byt rozpoznavané lyposacharidy (LPS). LPS jsou hlavnimi
stavebnimi prvky vnéj§i membrany u Gram — negativnich bakterii. Aktivace imunitnich
odpovédi po rozeznani LPS byly poprvé pozorovany jiz vroce 1995 (Newman, 1995).

Rozpoznani LPS muze branit imunitni odpovédi spusténim hypersenzitivni reakce — smrti
bunky.

Vsechny tyto vzory jsou pfitomné spolecné s patogeny a jsou pritomné v okamziku
kdy je ptitomny i patogen (Wang et al., 1999). Rozpoznani téchto vzort se odehrava hned na
prvnim misté, kde se s nimi rostlinna burika muze setkat, a to na cytoplazmatické membrang.
Timto spousti tak imunitni reakci spusténou vzory, PTI (,, pattern triggered immunity ) (vice

v kap. 2.3.2 Signalizace po rozpoznani patogenu a nasledné imunitni odpovédi).

Dal§im molekularnim vzorem, ktery rostliny rozpoznavaji jsou molekularni vzory
spojené s herbivorii neboli HAMPs (,,herbivore associated molecular patterns®™) (Acevedo
et al., 2015). Je zajimavé, ze stejnym principem, kterym je rozpoznavana pritomnost
patogent je rozpoznavana i ptitomnost herbivorti. V oralnich sekretech hmyzu s kousavym
ustrojim byly objeveny HAMPs, jako jsou konjugaty mastnych kyselin violician, dale
inceptiny, kaeliferiny a dal$i (Schmelz, 2015). Oralni sekrety mohou obsahovat §irokou

Skalu HAMPs a efektort, jejichz efekty na roslinu se spolecné€ mohou piekryvat.

Orélni sekrety které obsahuji konjugaty mastnych kyselin jsou rozpoznavany na

cytoplazmatické membrang, aktivuji MAPK kaskady a podporuji tvorbu kyseliny salicylové



a jasmonové. Z ¢ehoz vyplyva Ze jimi vyvolana imunitni odpoveéd je podobna PTI (Acevedo

et al., 2015).

Mezi nejlépe prostudované HAMPs patii konjugaty mastnych kyselin a aminokyselin
(FAC; fatty acid-amino acid conjugates®), byly objeveny v oralnim sekretu Spodoptery
exigua a mnoha dalSich lepidopter (Halitschke et al., 2001). FAC hraji zasadni roli
v metabolismu dusiku u hmyzu (Yoshinaga et al., 2008), proto jsou pro hmyz zasadni
a nemuze tak zabranit jeho produkci. Byla prokazano, ze zpusobuji aktivaci MAPK kaskady

¢i podporuji tvorbu fytohormont (Schéfer et al., 2015).

Dal§im jiz charakterizovanym HAMP jsou takzvané inceptiny, coz jsou peptidové
elicitory izolované =z oralniho sekretu pancéinicka Spodoptera frugiperda, tvorené
proteolytickymi fragmenty chloroplastické ATP syntazy, jiz rozstépené hmyzim stfevem
(Schmelz et al., 2006). Piesné urCeni aminokyselinové sekvence u inceptind je pomérné
slozita zalezitost, a to pravé kvili proteolytickému S§t€peni v hmyzim stfevu (Mithofer &
Boland, 2008). Inceptiny dokazi stimulovat tvorbu etylenu nebo zvysit hladinu kyseliny
salicylové a jasmonové (Mithofer & Boland, 2008).

Nejnovéji identifikovanym HAMP jsou kaeliferiny, skladaji se znasycenych
sulfatovanych o-hydroxymastnych kyselin (Alborn et al., 2007), které byly poprvé
extrahovany ze sekretu lucnich kobylek. Po rozpoznani kaeliferin dochazi, naptiklad
v kukufici, k tvorbé tékavych latek. Ackoliv zatim neni znam pfimo ekologicky divod

k takovéto obrané vzhledem k velké mobilité kobylek (Wu & Baldwin, 2010).

Pfitomnost herbivori miiZe byt také rozpoznana pomoci vzora pochazejicich z jejich
vajicek, ktera jsou kladena jak na povrch, tak dovnitf rostlinného téla. V reakci na jejich
rozpoznani dochdzi k aktivaci obrannych odpovédi. Takovymto HAMP jsou napiiklad
bruchiny pfitomné v tekutiné pii kladeni vajicek u zrnokazd. Bruchiny jsou dioly
s dlouhymi fetézci které jsou mono- ¢i diesterifikovany s kyselinou 3-hydroxypropanovou

(Doss et al., 2000).

To, jaké vzory jsou prfitomné behem napadeni herbivory nezalezi pouze na
herbivorech samotnych, ale i na jejich symbiontech. Ktefi se u herbivora hojné vyskytuji,
pomahaji jim zpracovavat t€Zce rozlozitelnou potravu a ziskavat tak potfebné Zziviny.
Symbiotické organismy dokazi regulovat mnozstvi vyskytujicich se HAMPs a efektorti a
modifikovat tak rostlinnou fyziologii, nebo blokovat imunitni reakce ve prospéch hostitele

(Stuart, 2015). Pritomnost bakterialnich symbiontd mize byt naopak vyuzivana jejich
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hmyzim hostitelem. V takovém pfipadé jsou bakterie pfenaSeny pomoci oralniho sekretu do
jiz poskozenych mist, coz indukuje obranou reakci proti bakteriim, ale snizi

obranyschopnost proti herbivorim (Acevedo et al., 2015).

Tretim molekularnim vzorem, ktery rostliny rozpoznavaji jsou jiz rostlinného ptivodu
a pochazi z rostliny samotné se nazyvaji DAMPs. Jedna se o molekuly, které se vyskytnou
v mezibunécném prostoru, ackoliv se tam za normalnich okolnosti nevyskytuji. Uvolnéné
v disledku napadeni patogenem ¢i herbivornim Skiidcem. Mezi DAMPs patii takové
molekuly, jako jsou oligogalacturonidy (Casti bunécné stény), monomery kutinu (Casti
kutikuly), dale také mimobunécna ATP (eATP) ¢i rostlinné elicitorové peptidy (Choi et al.,
2014). Tyto latky aktivuji imunitni odpovéd, kdyz jsou zaznamenany na plazmatické
membrané pomoci receptori. Pfitomnost DAMP v dasledku napadeni je pro rostliny
z principu pasivni proces. Je zajimavé, ze rostliny se naucily proti patogeniim branit i tim, ze
DAMPs aktivné vypoustéji sami. A to pro signalizaci napadeni nebo k zesileni obrannych
reakci. Napriiklad fizena produkce fragmentl bunééné stény aktivuje produkci reaktivnich

forem kysliku (ROS) (Bergey et al., 1999), coz je typicky obranny projev.

Peps, neboli rostlinné elicitorové peptidy (,,plant elicitor peptides ) jsou molekuly
velmi dobfe rozpoznavané jako DAMPs. Jsou to 20-23 aminokyselin dlouhé peptidové
fetézce (Bartels et al., 2013). Tyto kratké aminokyselinové sekvence jsou rozpoznavany
pomoci receptort dal§ich rostlinnych bun¢k (Huffaker & Ryan, 2007). Cesta Peps do
apoplastického prostoru neni jesté zcela objasnéna. Jedna z moznosti je pfimé vypousténi do
mezibunécného prostoru béhem napadeni patogenem cilen€, a to zjesté zijicich bunék. To
bylo, pozorovéano pii napadeni bakterialnim patogenem Pseudomonas syringae (Huffaker &
Ryan, 2007), nebo muze dochazet k pasivnimu uniku elicitorovych peptida do
mezibunécného prostoru z mrtvych bunék. Produkovanymi peptidy mohou byt tzv.

systeminy (Pearce et al., 1991).

Systeminy se fadi mezi Peps. Jedna se molekuly, které rostliny produkuji v odpovéedi
na poskozeni pletiv (Pearce et al., 2001). Nejlépe jsou charakterizované u rajcat, tedy Celedi
Solanaceae (Pearce et al., 1991). Systeminy jsou kratké peptidové sekvence o délce 18
aminokyselin. K pusobeni systeminu dochazi v cytoplazmé vaskularniho floému
parenchymatickych bunék. Systemin ptusobi na privodni bufiky a na sitkové elementy, aby
syntetizovaly kyselinu jasmonovou (JA), ktera nasledné muze aktivovat dal$i imunitni

odpovédi (Ryan & Narvaez-Vasquez, 2004).



Dal$im znamym DAMP jsou latky pochazejici z extracelularni matrix neboli
z mezibunécné hmoty, ktera vypliiuje prostor mezi bufikami. U ZivocCicha jde predevsim
o kolagen ¢i glykosaminoglykany (Cammack, 2011). U rostlin se jedna o pektinovy
polysacharid homogalakturonan, ktery je v rostlinach soucasti bunécné stény. Pfi napadeni
se patogen musi dostat pies bunénou sténu, mize k tomu dochazet jak chemickymi zpiisoby
— pomoci enzymi, nebo mechanickymi zpisoby — pomoci tlaku. Vytvorené fragmenty
z bunécné stény z homogalakturonanu se nazyvaji oligogalakturonidy (OG) (Choi & Klessig,
2016). Zaznamenani té€chto fragmenti jinou bunkou, pomoci receptoru také vyvolava

imunitni reakci (Denoux et al., 2008).

Pfitomnost herbivord nemusi byt rozpoznana pouze pomoci HAMPs ¢i efektort, ale
i rozpoznanim specifickych mechanickych vzor poranéni spojenymi s konkrétnim
zpusobem herbivorie. Zpusob, rychlost a frekvence u pozirani rostlinnych pletiv u sktudca je
druhové specifickd. Samotné poranéni rostliny ¢i poSkozeni pletiv se odviji pfimo od
organismu ktery rostlinu napada. U hmyzich Skadct se typ poranéni odviji od typu jejich
ustnich ustroji. Rozeznavame bodavésavy hmyz a kousavy hmyz (Felton et al., 2014).
Bodavésavy hmyz se obecné zivi floémovou tekutinou ve které se nachdzi vétSina zivin
vrostliné.  Dochédzi k minimalnimu moznému poranéni pletiv pfimou penetraci pres
rostlinné buriky do vodivych svazkt (Felton et al., 2014). Mezi bodavé savy hmyz se fadi

napiiklad mSice, molice €i kiisi.

U kousavého hmyzu dochazi ke specifickému poranéni pletiva a jeho naslednému
odstranéni. Do této skupiny se napfiklad tfadi larvalni stddium mandelinky bramborové

(Gosset et al., 2009).

Kazdd ztéchto strategii ziskavani potfebnych zivin zrostliny vede k vypousténi
DAMPs raznych typu. Pii napadeni bodavé savym hmyzem se jedna predevs§im o fragmenty
bunécné stény a jejich koncentrace oproti napadeni kousavym hmyzem bude mensi.
Kousavy hmyz naopak vypousti poziranim rostlinnych pletiv Siroké spektrum DAMPs

veetné fragmentt bunécné stény a fragmentt jako jsou eATP, rostlinna DNA a dalsi.

Protoze se rostlina patogenim brani pomoci rozpoznani molekularnich vzora svym
imunitnim systémem, snazi se jej patogeny ruznym zpusobem potlacit. Vysilaji tak do
rostliny molekuly nazyvané efektory. Ty maji za ukol potlait imunitni odpoveéd rostlin
nebo pusobit na vyznamné metabolické drahy v rostliné (Macho & Zipfel, 2015). Jsou

sekretovany do intracelularniho ¢i extracelularniho prostoru. Existuje cela fada typu



efektor, obecné vsak lze fici, ze se jedna o 50-3000 aminokyselin dlouhé sekvence
obsahujici N-terminalni signalni peptid, ktery je vysoce specificky pro dany typ efektoru.
Neékteré z apoplastickych efektorti ptisobi pfimo na prvni vinu obrany, a to na receptory na
plazmatické membrané. Cytoplazmatické efektory mohou puisobit také na receptory nebo na
dalsi Casti imunitni signalizace jako je MAP kindzova kaskada, hormonalni signalizace,
systémy ovladani vezikuld ¢i pfimo ovliviiuji genovou expresi (napf. na principu RNA

interference) (Giraldo & Valent, 2013).

Aby rostliny dokazaly potla¢it utok Skodlivych organismi a odhalit efektory,
vytvorily si pro né své vlastni receptory z vétSiny lokalizované v cytoplazmé. Jejich
rozpoznani spousti efektory spusSténou imunitni odpoveéd (ETI, , Effectors triggered
immunity “) (Jones & Dangl, 2006) (vice viz kap. 2.3.2 Signalizace po rozpoznani patogenu a

nasledné imunitni odpovédi).

Napriklad béhem napadenim houbovym patogenem se po UspéSné penetraci vytvari
haustoria v burtice, ze kterych jsou vypoustény efektory, které tak houbé pomahaji v infekci
(Giraldo & Valent, 2013). Jako efektory muze byt vnimana vétSina proteini vypousténych

viry, za cilem jejich rozmnozeni (Torufio et al., 2016).

Typickym efektorem, ktery je spojeny s herbivorii, konkrétné&ji s herbivornim
hmyzem jsou apyrazy. Jedna se o ATPazy které rozkladaji eATP vypusténé béhem pozirani

rostlinnych pletiv. Tim pomahaji herbivorim ptedchazet rozpoznani (Wu et al., 2012).

2.3.1.2 Receptory rozpoznavajici molekularni vzory

Vztah rozpoznavani molekularnich vzora ¢i efektorti rostlinou a snaha skodlivych
organismu tomu predejit, ma velmi dynamicky charakter. Po rozpoznani MAMPs pomoci
receptori  rozpoznavajici molekularni vzory (PRR; , Pattern Recognition Receptors™),
dochéazi ke spusténi prvni viny rostlinné imunity nazyvajici se PTI (,,Pattern-triggered
immunity”). Tomu se Skodlivy organismus snazi zabranit a vysila tak efektory, které cili na
pfislusné proteiny odpoveédné za imunitni odpovédi a zastavuji tak PTI. Efektory se rostlina
snazi rozpoznat pomoci proteini s nukleotid vazajici doménou a s doménou bohatou na
leucin (NLR; , nucleotide-binding, leucine-rich repeat receptors®) a je spusténa ETI
(, effector triggered immunity”) (Yuan et al., 2021), ktera muze vést k drastict&jsim
odpovédim nebo pifimo k HR, a to k bunécné smrti (Delledonne et al., 2001). Nasledné

dochazi k zavodu mezi rostlinou a patogeny. Vlivem piirodniho vybéru jsou patogeny

vedeni k tomu, aby se snazili pfedejit ETI a produkuji tak nové efektory. Dochazi tim
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k modifikacim jiz pouzivanych efektort, nebo vytvareni novych, pro které rostliny nemaji

odpovidajici R-gen.

Takto tento dynamicky vztah popisuje Zig-zag model podle moderniho pojeti podle
Jonese a Dangla (Jones & Dangl, 2006) (Obr. 2).

Vysoka PTI ETS ETI ETS ETI
A A 4 Hranice pro HR
(bunécénou smrt)
o ° o®
Efektory oa ® o
t
> patogenu R
g efektory
2 patogenu E-R
@ o
OO0
Hranice pro efektivni
| odpovéd'
Nizka
090 ¢
O MAMP

Obrazek 2: ,,Zig-zag“ model. Patogen je odhalen rozpoznanim MAMP pomoci receptoru a je
spusténa PTI. Tu se patogen snazi potladit pomoci efektorti, které¢ rostlina dokaze zaznamenat
vnitrobunéénymi receptory a dojde k potlaceni infekce spusténim ETI. Patogen se tak snazi
vytvofit nové efektory. Pro ty rostliny nemusi mit odpovidajici R-proteiny (R) a nedokazi tak
potlacit infekci. PTI — imunita spusténa po rozpoznani vzori; ETI — imunita spusténa rozpoznanim
efektora; ETS — efektory spusténa nachylnost; HR — hypersenzitivni reakce; MAMP — molekulami
vzory spojené s mikrobi. Pfevzato a upraveno podle Jones & Dangl (2006).

PTI je zajistovana pomoci PRRs které jsou ukotvené v bunééné membrané (Wang &
Chai, 2020). V ramci PRRs rozpoznavame dvé rodiny receptorti a to RLKs (,,receptor-like
kinases*) a RLPs (,,receptor-like proteins*) (Boutrot & Zipfel, 2017).

RLKs jsou membranové proteiny sjednim prachodem pies membranu. Do
mezibun&éného prostoru &ni variabilni N-terminalni doména. Ukolem této domény je
navazani a rozpoznani vzoru. Do intracelularniho prostoru je sméfovana kinazova doména,
ktera ma za funkci zprostfedkovavat predani signalu naslednym kaskadovym systémim ¢i
dal§im soucastem rostlinné imunity (Wang & Chai, 2020). Podle struktury kinazové domény

1ze rozdélit RLK do dalsich dvou rodin. Ty, které maji v katalytické smycce pred asparatem
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arginin se nazyvaji RD kindzy. Ty, kterym arginin chybi , non-arginine-aspartate kinases*

(non-RD kinazy) (Greeff et al., 2012).

RLPs jsou také membranové proteiny s jednoduchym prichodem pfes membranu a
jsou podobné RLKs. RLPs ovSem nemaji intracelularni doménu, ale pouze kratky

intracelularni ocas priblizné o délce 24 aminokyselin (Wang & Chai, 2020).

Receptory, kterym chybi kindzova doména, nemohou déale piedavat signal o
rozpoznani vzoru. Potfebuji takzvany koreceptor ktery je této funkce schopen (Jamieson et

al., 2018), ¢imz jsou pravé RLKs s RD funkéni doménou.

Podle typu extracelularni domény mohou byt obé skupiny rozdéleny do dalSich
podrodin (Monaghan & Zipfel, 2012). Rozeznavame receptorové kinazy bohaté na leucinovy
motiv (LRR), receptory s lysinovym motivem (LysM) a dalsi (Bohm et al., 2014). Velikost
téchto domén urcuje, jak se bude cely receptor chovat. Pro vétsi domény plati, ze maji funkci
rozpoznavani a vazani molekularniho vzoru. Ty mensi byvaji naopak uptednostiiovany jako

koreceptory (Miya et al., 2007).

Receptorové kinazy bohaté na leucinovy motiv slouzi prednostné k vazani peptida
a proteini (Yamaguchi et al., 2006). Do této skupiny patii receptor pro rozpoznani flagelinu
— FLS2 (Zipfel et al., 2006). Nekteré receptorové kinazy bohaté na leucinovy motiv mohou
také rozpoznavat DAMPs ve formé Peps (Krol et al., 2010). Nékteré ztéchto kinaz
rozpoznavaji malé peptidové ligandy, ale 1 velké apoplastické efektory patogenu

Cladosporim fulvum (Dixon et al., 1996).

Receptory s lysinovym motivem (LysM) pomahaji rostlinam rozpoznavat vzory ve
kterych je pfitomny karbohydrat N-acetylglukosamin, ten se vyskytuje v houbovém chitinu,
(Liu et al., 2012) bakterialni peptidoglykenu (Willmann et al., 2011) ¢i OG (Souza et al.,
2017).

Po navazani ligandu (vzoru) na receptor dochazi k nasledné signalizaci. Cely princip
rozpoznani je nejlépe charakterizovany na rozpoznani flagelinu. Ten je nejprve navazan
pomoci FLS2, coz spusti tvorbu heterokomplexu spolené s koreceptorem
BAKI(,,Brassinosteroid insensitive 1-associated receptor kinase 1), coz je receptorova
kindza bohatd na leucinovy motiv (Tang et al., 2015). A s intracelularni kindzou BIK1
(,,Botrytis-induced kinase 1°). Signal o rozpoznani je pomoci fosforylace BIK1 pfenesen do

extracelularniho prostoru, kde pokracuje dalSimi prenaSeci (Bentham et al., 2020) (vice viz
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kap. 2.3.2 Signalizace po rozpoznani §kodlivého organismu a nasledné imunitni odpovédi)

(Obr. 3).
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Obrazek 3: Model rozpoznani Flg22 a spusténi PTI. Flg22 je navazan na receptor pro
rozpoznani flagelinu — FLS2, coz zptisobi formaci heterokomplexu slozeného z ,.Brassinosteroid
insensitive 1-associated receptor kinase 1* — BAKI1 a , Botrytis-induced kinase 1 — BIK1. BIK1
je vypustén do intracelularniho prostoru a indukuje vtok Ca** iontu, stimuluje aktivitu MAPK
kinaz, aktivitu NADPH oxidaz zvanych RBOH pro tvorbu mezibunééného H>O, a aktivitu
proteinkinaz zavislych na vapniku — CDPK. Kter¢ jsou dilezit¢ pro aktivaci obrannych geni a je
spusténa vzorem spusténa imunitni reakce — PTL. SOD — superoxid dismutasa; PRX — peroxidaza.
Upraveno a pfevzato podle Malinovsky et al. (2014).

Patogen se snazi PTI vyhnout ¢i ji potlacit. Jednim ze zptsobu, a velmi efektivni, jak
potlacit PTI je, ze patogen vysila do rostlinné bunky efektory. K jejich detekci slouzi
rostlinam R proteiny (Peng et al., 2018), pfesnéji proteiny s nukleotid vazajici doménou
a s doménou bohatou na leucin (NLR; , nucleotide-binding, leucine-rich repeat receptors®),
které se vyskytuji uvnitf rostlinné bunky. Rozpoznani pfitomnosti efektor pomoci NLR
vede k tzv. efektory spusténé imunité, ETI. Rozeznani piitomnosti efektori pomoci NLRs se
d&je vicero mechanismy (Bentham et al., 2020): pfimé rozpoznani, nepiimé rozeznani

(,,guard model) a rozeznani s vyuzitim navnady (,,decoy model®).

Béhem piimého rozpoznani dochazi k navazani efektoru na NLR a dojde k aktivaci
NLR a spusténi ETI (Bentham et al., 2020). Patogen se snazi pfimému rozpoznani predejit
(Cesari, 2018) a dochazi k evoluénim zménam, pii kterych mohou vznikat nové efektory, pro
které rostliny nemaji vytvorené NLRs (Nguyen et al., 2021). I z tohoto divodu si rostliny
vytvorily dal§i zptisob pro rozpoznani pfitomnosti efektord, a to nepfimou cestou. Nepiimé

rozpoznani 1ze rozdélit do dvou modeli. V obou modelech NLRs hlidaji strukturu proteind,
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které jsou cilem efektorti (Cesari, 2018). K jejich aktivaci dojde po biochemické zméné jako
je naptiklad posttransla¢ni modifikace, degradace ¢i jejich rozstépeni (Bentham et al., 2020).
V modelu ,,guard” (tzv. model strazce) NLR hlida strukturu proteint, které jsou pro bunku
dilezité a maji i svou vlastni metabolickou roli mimo imunitu rostlin. Naopak v modelu
,decoy“ (tzv. model navnady) hraje protein, ktery je hlidan NLR jen navnadu, kterd zadnou

jinou metabolickou funkci nema.

2.3.2 Signalizace po rozpoznani patogenu a nasledné imunitni odpovédi
Po rozpoznani patogenu dochazi ke spusténi mnoha procesu v buiice. Nékteré slouzi
Cisté jako prenaSeci informace a dalsi jako imunitni odpovédi. Jiné mohou zastavat obé

funkce jako je ROS (Marcec et al., 2019).

2.3.2.1 Zvy3eni koncentrace Ca>* v cytosolu buriky

Nejrychlejsi odpovédi po rozpoznani patogenu je zvyseni koncentrace Ca>* iontdl
v cytosolu. K této odpovédi dochazi béhem 30 s — 2 min (Lamparova, 2017) béhem PTL
Koncentrace Ca** iontl je nasledné dilezita pro fadu dalsich odpovédi jako je pravé ROS
vzplanuti ¢i ovladani praducht (Thor et al., 2020). Mimo jiné je zvySeni koncentrace Ca>
iontd v cytosolu dulezité pro spravnou funkci na vapniku zavislych proteinkinaz (CDPK;,
,,Calcium dependent protein-kinases™) (Trda & Janda, 2016). Behem ETI se také zvysuje
koncentrace Ca>* iontli v cytosolu, ale jedna se méné intenzivni vtok s del§i dobou trvani

(Grant et al., 2000).

2.3.2.2 ROS
Po zvySeni koncentrace Ca2* iontd v cytosolu velmi rychle nasleduje produkce
reaktivnich forem kysliku (ROS). Ackoliv k produkci mimobunééného H.O. dochézi jak u
ETI, tak u 1 PTIL tak se jeji intenzita produkce se vSak lisi. Béhem PTI dochazi
k jednoduchému a velmi rychlému vzplanuti. Béhem ETI naopak dochazi k dvoufazovému

vzplanuti, kdy siln&jsi vzplanuti nastava az béhem druhé viny (Yuan et al., 2021).

K produkci ROS béhem PTI dochazi obecné az po signalizaci PRRs po rozpoznéni
vzoru po cca 2-3 minutach (Boller & Felix, 2009), kdy nejsiln€jsi projev pfichazi po 10 -
14 minutach (Trda & Janda, 2016) v RBOHD (,,respiratory burst oxidase homolg D), ktery
se chova jako NADPH oxidaza (Yuan et al., 2021). RBOHD nejdfive produkuje O-

v apoplastickém prostoru, coz je superoxidovy radikal, ktery sam o sob€ nemuze projit
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membranou. Z O> je pomoci superoxid dismutasy vytvoren peroxid vodikuH»>O», ktery uz

membranou prochazi a muze tak pronikat dale (Trda & Janda, 2016).

Prvni transientni produkce ROS spusténa béhem ETI probihd obecné stejnym
zpusobem jako uPTI Dochazi vSak k rozpoznani efektoru a nasledné signalni kaskady

vedou k posileni produkce (Yuan et al., 2021).

2.3.2.3 MAPK
Dal§im projevem imunitniho systému rostlin je aktivace mitogenem aktivovanych
proteinkinaz (MAPK; , Mitogen-activated protein kinase*). MAPK maji svou signalni roli
nejen béhem imunitnich odpovédi, ale podili se 1 na fad€ dalSich signalnich drah v buiikach.
Napriklad se podili na bunéném ristu, diferenciaci bunék ¢i na smrti bunek, a to nejen
u rostlin (Jonak, 2002). Pomahaji prenést mimobunécny signal zachyceny receptory do

odpovidajicich bunéénych odpovédi (Lamparova, 2017).

Signalizace pomoci MAPK probiha v kaskadach, kdy za sebou nasleduje sekvence
nekolika kindz, ve tfech arovnich (Jonak, 2002). Prvni z nich je MAPKKK (Mitogenem
aktivovana proteinova kindza kindza kinaza), druha MAPKK (Mitogenem aktivovana
proteinova kinaza kinaza) a posledni MAPK (Mitogenem aktivovana proteinova kinaza).
Cilové proteiny téchto kinaz jsou rdznorodé, u vSech vsSak plati, ze kazdy znich

je po nasledné kinazové aktivité fosforylovan (Jonak, 2002).

Systém funkce MAPK kindz je dobfe znazornéna praci Asai et al. (2002). Kdy po
rozpoznani flagelinu receptorem FLS2 dochézi k aktivaci prvni kindzy MEKKI1 patfici do
MAPKKK. Nésledné¢ MKK4/5 ze skupiny MPKK a ta aktivuje posledni kinazu MAPK —
MPK3/6 ktera uz pusobi na cilovy protein jenz je aktivovan. V piipadé rozpoznani flagelinu

je to transkripcni faktor WRKY?22/29.

2.3.2.4 Akumulace kalézy
Kaloza je amorfni linearni polymer slozeny z -(1,3) — D-glukanu (Bacic et al.,
2009), hromadici se pfimo v misté napadeni po rozpoznani MAMPs (Lamparova, 2017).
Béhem napadeni rostlin mikroorganismy dochéazi ke specifickym formacim jako jsou
kalozové zatky, kapky ¢i desticky (Donofrio & Delaney, 2001) obecné nazyvané kal6zové
papily (Jacobs et al., 2003). Jedna o lokalni ztluSténiny v bunénych sténach, které jsou
vytvofeny mezi plazmatickou membranou a vnittkem bunécné stény (Voigt, 2014), jenz dale

slouzi jako mechanicka bariéra proti jeji penetraci (Sabol & Pilatova, 2020) Kal6zova vrstva
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slouzi také jako antimikrobialni slozky zachytavajici sit, jako jsou naptiklad glukosinolaty

(Lamparova, 2017).

2.3.2.1 Hypersenzitivni odpovéd’

Hypersenzitivni odpoveéd’ (HR; , hypersenzitive response ) je, zjednodusené feceno,
lokalizovana bunécna smrt v misté, kde patogen pronikl do rostliny (Balint-Kurti, 2019).
Jedna se o zptsob obrany, ktera je spolecna vétSin€ vyssich rostlin a mize byt indukovana
Sirokym spektrem patogent, jako jsou houby, oomycety bakterie a viry (Balint-Kurti, 2019).
Spusténi akumulace kaldzy je spojeno vice s ETI nez s PTI a pro jeji spusténi je dulezita

produkce ROS a NO (Delledonne et al., 2001).

Princip spusténi HR nebyl dlouho znam, byl objasnén v roce 2020 (Ma et al.). Ma
pozoroval navazani specifického efektoru na receptor, pii kterém nasledné doslo ke zméné
konformace receptoru. Vznikly enzym mé hydrolazovou aktivu a prodéravi plazmatickou
membranu ¢imz zpusobi umrti buiiky. Protoze se jedna o zasadni proces pro rostlinné buriky,
musi byt také velmi piisné regulovan. To, jestli bude HR aktivovana se se pohybuje mezi
extrémy, jak umlCeni, tak maximalni aktivity. V okamziku, kdy neni patogen pfitomny, musi
byt umlCena, ale v moneté, kdy je patogen pifitomny dojde k maximalni aktivaci v misté

infekce (Balint-Kurti, 2019).

2.3.3 Rezistence (odolnost) vi¢i patogeniim

Po odhaleni napadeni a naslednych imunitnich odpovédich mize interakce vyustit
dvéma moznymi konci. Doje bud’ k rozvinuti infekce, nebo k ziskani rezistence, pficemz je
patogen potlacen. Kromé lokalni odpovédi na napadeni, zndme jeSt€ dva typy ziskané

odolnosti: systémoveé ziskanou rezistenci a indukovanou systémovou rezistenci.

2.3.3.1 Systémové ziskana rezistence
Z hlediska obrannych mechanismii jsem popisovala pouze lokalni obranné
mechanismy. Rostliny si v§ak vyvinuly cestu, jak se branit dale. Naucily se informaci o
napadeni rozsifit po celém téle. Po spusténi jak ETI ¢ PTI dochézi k tvorbé kyseliny
salicylové (SA), ktera predava informaci o napadeni patogenem do celé rostliny a dojde
k vytvoreni systémové ziskané rezistence (SAR; ,,Systemic acquired resistence) (Vlot et al.,
2009). SAR lze charakterizovat jako vyvoj zvySené rezistence ve vzdalenych Castech

rostliny, které nebyly napadené (Kohler et al., 2002). Tato rezistence je ucinna proti
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Sirokému spektru patogenti a muze trvat tydny, nebo dokonce i celou vegetacni sezonu (Kug,

1987).

Jak jiz bylo zminéno dilezitou roli pfi SAR hraje SA, ktera se hromadi béhem SAR
jak lokalng, tak systematicky. V roce 2009 bylo prokazano, ze pomoci aktivity bakterialni
SA hydrolazou (NahG) lze jak lokalni imunitu, tak 1 SAR potlacit (Vlot et al.). SA je
v rostliné sice sama mobilni a muze se pohybovat v apoplastickém prostoru (Lim et al.,
2016), ale neni jisté, zda je to prave ona, kdo tyto informace roznasi pfimo z mista napadeni.
SA sice hraje hlavni roli béhem Sifeni obranné signalizace, ale potfebuje k tomu také dalsi

signalni molekuly (Vernooij et al., 1994).

2.3.3.2 Indukovana systémova rezistence
Dalsi zpusob rezistence je indukovana systémova rezistence (ISR; . induced systemic
resistence™), ta se od SAR lisi tim, ze je ve vét§inovém piipad¢ indukovana mikroorganismy
v pude¢ pres korenovy systém (Pieterse et al., 2014). ISR také nezavisi na SA, ale na kyseliné
jasmonové (JA) a etylenu (Pozo et al., 2008). Nasledné poskytuje rezistenci v celém
kofenovém systému a také v nadzemnich €astech rostlin. Chrani rostlinu proti mykorhiznim

patogentm ¢i herbivoram (Song et al., 2013).

2.3.3.3 Induktory rezistence
V soucasné dobé dochazi k velmi silnému naduzivani chemickych latek pro ochranu
rostlin. Kvali zvySené potifebé pouzivani pesticidi pravdépodobné dochazi k selekci
rezistentnich kment patogenu, se kterymi pak ani chemické latky nedokazi bojovat. Je zde

jasna potieba alternativnich metod, které podpofi zdravy rust rostlin.

Proto je potieba vyuzit jiz existujicich principt v rostling, jako jsou SAR a ISR.
Které mohou byt v rostlinach umeéle indukovany pomoci latek, které spoustéji imunitni
reakci neboli elicitori. Témi jsou v tomto pfipad€ molekuly ptirodniho ptivodu pochazejici
bud’ z rostliny samotné anebo to mohou byt slouceniny typu MAMP ¢i synteticky vyrobené
molekuly, které imituji napadeni rostliny patogenem ¢i stav ohrozeni (Burketova et al.,

2015).

Prikladem umeéle syntetizovanych sloucCenin je acibenzolar-S-metyl neboli
benzothiadiazol (BTH). Je to induktor proti bakterialnim, houbovym a virovym
onemocnénim (Walters et al., 2013). BTH u rostlin vyvolava rezistenci stejnym zpusobem
jako SA béhem SAR. Toto bylo zjisténo, kdyz byly pouzity transgenni rostliny, které
postradaly kyselinu salicylovou. Ty byly oSetfreny BTH, které u nich nésledné spustilo SAR
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(Gozzo & Faoro, 2013). OSetfeni pomoci BTH ukazalo rezistenci proti rzim Uromyces
viciaefabae a Ascochyta fabae na fazolich (Sillero et al., 2012). BTH aplikované piimo
na vyhonky poskytlo ochranu proti parazitické rostliné Orobanche crenata a to opét u fazoli
(Sillero et al., 2012). Ackoli ma tato sloucenina velky potencial, bylo pozorovano podpofeni
infekce pozdni listové skvrnitosti Cercosporidium personatum u olejnice podzemni (Zhang

et al., 2011). V soucasnosti se v zemeédé€lstvi pouziva i jeji komercni forma Bion a Actigard.

Dalsim z chemickych elicitort, ktery rostlinam propujcuje rezistenci je kyselina f —
aminomaselna (BABA). Jedna se o aminokyselinu, kterd netvoii zadny protein. BABA ma
schopnost chelatovat Fe** ionty. Nasledné s nimi tvoii komplexy a snizuje jejich koncentraci
v pud€, coz poté ovliviiuje rostlinu. Protoze fenotypovy projev rostlin oSetfenych BABA
je stejny jako rostlin péstovanych v prostiedi s nedostatkem Fe. Reakce na toto prostfedi
u rostliny vyvolava stav, ve kterém je rostlina schopna reagovat na napadeni patogeny
mnohem efektivnéji (Koen et al., 2014). BABA poskytuje rezistenci napfiklad u salatu proti
patogenu Bremia lactucae. Kdyz byly rostliny pred infekci oSetteny BABA, tak nedoslo
k rozvinuti infekce (Cohen et al., 2010).

Sasek et. al také prokazal, ze efekt BABA neni pouze indukce rezistence v rostlinach,
ale také ma antimykotické ucCinky proti nékterym houbovym patogenim jako je

Leptosphaeria maculans (Sasek et al., 2012).

2.3.3.4 Kolagen

V drivejsi praci naSich kolegii se ukazalo, ze odpad hydrolyzati kazi vznikly
v kozesnickém primyslu indukuje rezistenci. Hlavni slozkou hydrolyzatt byl kolagen. Nasi
domnékou je, ze by kolagen mohl byt novym elicitorem imunitnich reakci rostlin. Kolagen
je hojny strukturni protein, ktery se vyskytuje napti¢ veskerou zivocisnou fisi, dokonce je to
v ni také nejhojnéji zastoupeny protein (Fratzl, 2008). Jedna se o hlavni stavebni slozku
pojivovych tkani, bazalnich membran a rohovek. V organismech plni hlavné opérnou a
ochrannou funkci, jeho hlavni mechanické vlastnosti jsou ohebnost a odolnost vici tahu.
Z fyzikalné chemického hlediska se kolagen fadi mezi gely. Ty se obecné charakterizuji tim,
ze pii ponofeni do vody omezené nabobtnaji a dochazi ke zméné jejich objemu nebo
pruznosti a délky jejich vlaken. To vSak neznamena, ze by byl kolagen ve vodé rozpustny,
protoze se jednd o skleroprotien, nelze jej ve vodnim prostfedi rozpustit (Peterkova &
Lapéik, (Jr), 2000). St&peni a degradace koalgenu jsou katalyzovany pomoci kolagenaz (Di
Pasquale et al., 2019).
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Struktura kolagenu je jednou z nejvice elegantnich mezi proteiny. Primarni struktura
kolagenu je tvofena pievazn€¢ pravideln€é se opakujicim glycinem, prolinem
a hydroxyprolinem ¢i hydroxylysinem. Sekudarni struktura je levotociva protahla sroubovice
(Shoulders & Raines, 2009). Ta nemuze existovat sama o sob€ a musi se spojit s t€sné
sousedicimi fetézci s podobnymi vlastnostmi a vznikd tak tericalni struktura. Ta se u
kolagenu sklada ze tfi feté€zct které spolecné vytvareji pravotocivou trojSroubovici se stejnou
osou pro vSechny tfi vlakna. Vytvaii se tim struktura zvana tropokolagen (Shoulders &
Raines, 2009), ktera je stavebnim kamenem kvarterni struktury, neboli vlakna, které se jiz

nachazi v extracelularnim prostfedi.

Syntéza kolagenu probihd na polyribozomech sedicich na membrané drsného
endoplazmatického retikula které syntetizuji tak zvany protokolagen. Nasledné dochazi
k inicialni gylokosydaci a hydroxylaci na aminokyselinovych zbytcich prolinu a lysinu
za vzniku hydroxyprolinu a hydroxylysinu. Na konci kazdého vlakna protokolagenu se
nachazi registracni peptidy, které pomahaji k wvytvofeni trojité Sroubovice a vzniku
prokolagenu. Protokolagen je zhrubého endoplasmatického retikula prepraven pomoci
golgiho aparatu do extracelularniho prostoru. Uvnitf jsou pomoci enzymu odstépeny
restrikéni  peptidy a vznikd tak tropokolagen. Sousedni buiky wusporadaji vznikly

tropokolagen do kolagennich fibril a vytvaii se tak dlouhé vladkna (Cowin & Doty, 2007).

Z rostlinnych sktdct nalezneme kolagen napiiklad u had’atek ve kterych se nachazi
v jejich vicevrstvé kutikule (Cox et al., 1981) a je pro né zasadni evolucné konzervovanou

soucasti téla a je tak idealnim kandidatem pro rozpoznani.

V této praci jsme se, na zakladé vysledka kolegl z Laboratofe patofyziologie rostlin
(UEB AV CR), rozhodli studovat vliv oetfeni kolagenu na imunitni reakce Arabidopsis
thaliana. K tomuto ucelu jsme se rohodli pouzit hydrolyzovany hovézi kolagen, ktery uz je

dobfe rozpustny ve vode.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Rostlinny material
V praci byly pouzity genotypy rostliny Arabidopsis thaliana: Columbia-0 (WT, plané
rostouci ekotyp); NahG (genetické pozadi Columbia-0) (Sasek et al., 2014); pFRK1::GUS
(genetické pozadi Columbia-0) (Kunze et al., 2004) a pPRI::GUS (genetické pozadi
Columbia-0) (Meldau et al., 2014). Rostliny byly péstovany tfemi riznymi zpusoby:

v zeming, hydroponicky a za sterilnich podminek v tekutém 1 na gelritem ztuzeném médiu.

U rostlin péstovanych vzeminé byla semena nejprve presypana do 1,5 ml
Ependorfové mikrozkumavky (dale uvadéno jako 1,5 ml mikrozkumavka), ktera byla
nasledné oznaCena. Byla provedena sterilizace semen 30% roztokem SAVA obsahujicim
kapku Tweenu-20 (Tab. 1). V tomto roztoku byla semena ponechana 5 -7 minut a po
proplachnuti 4-5krat destilovanou vodou umistény do lednice na 1-2 dny (mozno az 7 dni).
Nasledné byla semena vyseta na vodou nasaklou raselinovou tabletu (Jiffy 7, Bohemiaseed),
ze které po uplynuti 7 dni byly semenacky piesazeny po jedné rostliné do mensich
kvétinacu, opét s raselinovou tabletou. Kvétinace s tabletami byly umistény do plastového
boxu, ktery zaroven slouzil jako miska pro zalivku. Takto pfipravené boxy byly preneseny
do kultiva¢niho boxu na Ustavu molekularni biologie rostlin, Biologické centrum, Akademie
véd Ceské republiky (UMBR), kde byly rostliny pé&stovany v kontrolovanych podminkach
osvétleni PPFD ~130pumol.m-2. s-1, fotoperioda 10/14h den/noc s teplotou 22 °C (Rustova
jednotka (,,Growth unit“) — Photon Systém Instruments, Ceska republika).

Tabulka 1: SloZeni roztoku pro sterilizaci semen

Latka Mnozstvi
SAVO® (chlornan sodny 5 %) 15 ml
Destilovana voda 35ml
Detergent: Tween 20 1 kapka

U rostlin péstovanych hydroponicky byla semena nejprve vysterilizovana stejné jako
u péstovani v zemin¢ a druhy den nasledné napipetovana na péstebni médium gronan

v hydroponickych kvétinacich (pramér 5,5 cm). Které byly pied vysevem zality destilovanou
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vodou. Tyto kvétinace byly po osmi umistény do hydroponické nadoby, ktera byla zalita
opét destilovanou vodou. Hydroponické nadoby byly poté pieneseny do kultivacnich boxt
s kontrolovanymi podminkami, osvétleni PPFD ~130umol.m-2. s-1, fotoperioda 10/14h
den/noc s teplotou 22 °C (Péstebni jednotka, PSI, CR). Po 7 dnech bylo provedeno jednoceni
a na kazdém kvétinaci byla ponechana pouze jedna rostlina. Kvétinac byl prekryt alobalem s
vytvofenym otvorem pro rostlinu, tak aby nebyl omezeny jeji rist. Destilovana voda byla
vyménéna za péstebni médium Y4 Hoaglaniv roztok (Tab. 2). Tento roztok byl nasledné
dopliiovan kazdych 7 dni, tak aby byly hydroponické kvétinace z nejméné z poloviny

ponofeny.

Tabulka 2: Slozeni Hoaglanova zasobniho roztoku pro hydroponie.
Vysledny roztok byl ndasledné ctyrikrat ziedén destilovanou vodou.

Latka Objem (ml)/11
1M NH4H,PO4 1

1M KNOs3 6

1M Ca (NOs)2.4H,O 4

1M MgS0,4.7H.0O 2

Roztok mikroelementi a vitamint 10

Citrat Zelezity 1

U rostlin péstovanych za sterilnich podminek v MS médiu nejprve na gelritem
ztuzeném médiu v Petriho miskach a poté v jamkové desticce v tekuté formé byla semena
nejprve vysterilizovana, stejnym zpusobem jako u ostatnich vysevi. Ale bylo pracovano za
sterilnich podminek v laminarnim boxu a k proplachnuti semen byla pouzita sterilni
destilovana voda. Semena se nechala do druhého dne, kdy byla pfenesena ve sterilnich
podminkach na Petriho misky. Jako médium slouzilo 2 MS medium s 1% sacharozy a
ztuzenym Gelritem (Tab. 3). Plotny byly poté prekryty parafilmem a umistény do prostoru
ucenému ke kultivaci rostlin na Katedfe experimentalni biologie rostlin (KEBR) s
kontrolovanymi podminkami se svételnou periodou o délce 10/14h den/noc s intenzitou
osvétleni PPFD ~130 pmol* m-2 *s—1 a o teploté¢ 22°C. Po 4 dnech byly klicici rostliny
zmédia sebrany a presunuty do MS média v tekuté formé v 96 jamkové transparentni

desticce, kde probihala dalsi kultivace (Tab.3).
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Tabulka 3: Slozeni MS media
Pro MS medium v tekuté formné probéhla priparava bez Gelritu.

Latka Mnozstvi (mg)/11
Murashige a Skoog s vitaminy 22¢g

1% Sachartza 10g

1,5 % Gelrit 5¢

3.1.2 Mikrobialni material
V této praci jsme pracovali s fytopatogenni bakterii Pseudomonas syringae pv tomato
DC3000 (Pst DC3000) (Katagiri et al., 2002) a fytopatogenni houbou Botrytis cinerea BMM
(Govrin & Levine, 2000).

Kultivace bakterialniho patogenu byla provadéna za sterilnich podminek
laminarniho boxu. Z originalnich ploten Luria — Bertani (LB) média (Tab.4) obsahujicim
rifampicin 50pg / ml (nebo z glycerolového ,,stocku* skladovaném pti -80 °C) byl pienesen
novy vzorek na nové s agarovym médiem s antibiotickou slozkou. Takto pfipravené plotny
byly uzavieny a pfevazany parafilmem a pfeneseny na 24 hodin do inkubatoru s teplotou 18
°C. Po 24 h byla bakterie sebrana z povrchu média a pomoci spektrometru zméfena jeji
koncentrace a nasledné pfipravena suspense o optické hustoté ODgoo=0,0005. Takto

pfipravena suspense byla pouzita pro infikaci rostlin.

Tabulka 4: SloZeni Luria — Bertani media

Latka Mnozstvi (mg)/11
H>O, 950 ml

Trypton 10g

NaCl 10g

Kvasinkovy extrakt S5¢g

Houbovy patogen B. cinerea nam byl laskavé poskytnut z laboratofe patofyziologie
rostlin v Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Praze. Kultivace byla opét provedena ve
sterilnich podminkach flowboxu. Kdy z pivodnich ploten byla houba pfenesena na nové
s PDA médiem. Poté opét uzavieny a prevazany parafilmem. Plotny s nanesenou houbou
byly kultivovany po dobu 10 dna ve tmavém prostiedi béhem prvnich 4 dnt pfi teploté 18
°C, zbylych 6 jiz na svétle. Poté byly sebrany z ploten opét ve sterilnich podminkach

laminarniho boxu spory. A pomoci svételného mikroskopie spocitana hustota spor a
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pfipraven roztok o hustoté spor 1x10%/ml. Takto pifipravena suspense byla pouzita pro

infikaci rostlin.

3.1.3 Osetreni rostlin chemikaliemi
V této praci bylo cilem studovat mozné imunitni odpoveédi rostlin na oSetfeni
kolagenem, k tomu byly rostliny oSetfovany hydrolyzovanym hovézim kolagenem (4fitness),
jako pozitivni kontrola byl pouzit peptid flg22 (QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA; EZ

biolabs) a jako negativni kontrola slouzila voda.

3.1.3.1 Osetreni kolagenem

Rostliny byly oSetfovany hydrolyzovanym kolagenem v ruznych koncentracich
(0d 0,1 % - 10 %). Informace o presnych koncentracich je u kazdého konkrétniho
experimentu. Roztok hydrolyzovaného kolagenu byl bud’ dialyzovan nebo byl pouzit bez
dialyzy. 20% hydrolyzovany kolagen byl dialyzovan s pouzitim membrany s velikosti porti o
3,5 kDa. Kvuli dialyze klesla vysledna koncentrace dialyzovaného kolagenu. Vsechny
uvedené koncentrace dialyzovaného kolagenu jsou oproti nedialyzovanému piiblizné

200krat zfedéné.

U rostlin péstovanych v zeminé byl kolagen pokazdé infiltrovan pod tlakem do
spodni strany listu 1 ml stiikaCkou bez jehly tj, rostliny byly oSetfeny do listi. V ptipadé
péstovani rostlin v hydroponiich byl kolagen pfidavan piimo do péstebniho média,

tj, rostliny byly oSetfeny ke kofentim.

3.1.3.2 Kontrolni oSetieni
Jako pozitivni kontrola byly rostliny oSetfovany peptidem flg22 o koncentraci
100 nM (Gomez-Gomez & Boller, 2000). Flg22 byl jako kontrola pouzit pouze u rostlin
péstovanych v zeming a za sterilnich podminek. Oseteni bylo provadéno stejnym zpiisobem

jako kolagenem. Jako negativni kontrola byla pouzita voda.

3.14 Analyza produkce mimobunééného H20:2
Pfi stanoveni H>O> jsme vychazeli z protokolu (Smith & Heese, 2014) kde ke stanoveni
vyuzivaji roztok luminolu a kienové peroxidasy. Pouzili jsme rostliny o staii 4-6 tydnu
zjejichz listd byly vyfiznuty disky (primér 3 mm). Které byly pfes noc inkubovany
jednotlivé v jamkach bilé netransparentni 96 jamkové destiCky obsahujici 150 ul destilované

vody v kazdé jamce, umisténé do tmy.
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Nasledujici den byl pro stanoveni vyskytu H>O> pouzit roztok obsahujici 100 mM
luminol a 10 pg-ml! kienovou peroxidazu (tab. 5). Voda byla z kazdé jamky odsata a
vyménéna 200 pl reakéniho roztoku (Bisceglia et al., 2015). Chemiluminiscence byla
meétena na luminometru TECAN. M¢éteni probihalo po dobu 45-60 minut od iniciace reakce

oSetfenim kolagenem ¢i 100 nmol f1g22 jako pozitivni kontrolou.

Tabulka 5: Reakéni roztok pro sledovani vyskytu reaktivnich forem kysliku

Latka Mnozstvi
Luminol (100 mM) 3ul
Kienova peroxidaza (10 mg/ml) 3ul

3.1.5 Analyza akumulace kalozy
Kaloza byla obarvena v celych listech Ctyf az pétitydennich rostlin. Nejprve byla
provedena infiltrace kolagenu, flg22 nebo destilované vody na 24 a 48 hodin. Po sbéru byl z
pletiva nejprve odstranén chlorofyl promytim smési etanol/ledova kyselina octova (3/1, v/v).
V prubéhu odbarvovani byla smés jednou az dvakrat vyménéna. Poté byly listy
rehydratovany nejméne 2 h v 70 % etanolu, nejméné 2 h v 50 % etanolu, nejméné 2 h v 30 %

etanolu a na zavér ponechany ve vode.

Nasledné byly preneseny do 10 % NaOH a inkubovany nejméné 2 h pii 37 °C. Poté
bylo pletivo trikrat promyto vodou a inkubovano nejméné 4 h v roztoku 150 mmol KoHPO4
(pH 9,5) obsahujicim 0,01% anilinovou modr. Poté byly listy pfeneseny na podlozni sklicko
a piikryty krycim sklickem. Pozorovani probéhlo pod fluorescenénim mikroskopem
OLYMPUS BX63 s digitalni kamerou OLYMPUS DP74 (Entomologicky ustav, Biologické
centrum AV CR). Z kazdého listu byla pofizena fotografie pomoci aplikace CellSens
Dimension pii konstantni délce expozice pro vSechny snimky. K nasledné kvantifikaci

kal6zy analyzou obrazu byl pouzit program ImagelJ.

3.1.6 Analyza aktivity promotoru pPR1 a pFRK1
K analyze aktivity promotord byla pouzita metoda vyuzivajici analyzu GUS pomoci
X —Gluc (Schenk & Schikora, 2015). Nejprve byl pfipraven X-gluc roztok obsahujici
komponenty NaH>POs (pH=7), X-Gluc v praskové forme¢ (Biosynth), K-ferrycyanid
(Merck), Triton X-100 (Sigma-Aldrich) a DMSO (Sigma-Aldrich). X-Gluc v praskové
formé musel nejprve byt rozpustén v DMSO a az poté pfidan do konecného roztoku (Tab.
6). Po uplynuti pozadovaného Casu pusobeni kolagenu byly z kazdé rostliny sebrany 3 listy a

umistény do 2 ml mikrozkumavek. Pokud bylo pracovano s celymi rostlinami byly umistény
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do falkon o objemu 50 ml. Do kazdé zkumavky byl pfidan X-Gluc roztok, tak aby byly listy
Ci celé rostliny ponotené. Takto piipravené vzorky byly umistény do exikatoru pro vakuovou

infiltraci roztoku do celé plochy listl ¢i rostlin.

Vzorky se nasledné ponechaly nejméné na 6 hodin v teplot¢ 37 °C ve tmé.
Po 6 hodinach probéhlo odbarveni. Byl odpipetovan X-Gluc roztok a nahrazen 100%
etanolem, ve kterém se listy ponechaly po dobu 2 hodin, kdy doslo k jeho vyméné. Po ztraté
chlorofylu, byl 100% etanol vyméneén za 80% a ponechdn opét nejméné na 2 hodiny.

Po kompletnim obarveni vyménén za destilovanou vodu.

Tabulka 6: SloZeni X-Gluc roztoku

Latka Mnozstvi (mg)/11
NaH,PO, 1 ml

X-Gluc praskova forma 0,0104 g
K-Ferricyanid 10wl

Triton X-100 50l

3.1.7 Analyza inhibice rastu kli¢nich rostlin
Byly pouzity rostliny péstované ve sterilnich podminkach nejprve 4 dny na Petriho
miskach na gelritem ztuzeném médiu. Poté presunuty do 96 jamkové transparentni desticky
s tekutym MS mediem a zde ponechany po dalSich sedm dni. Do vybranych jamek v desticce

byl pridan kolagen v nedialyzované forme. Po uplynuti sedmi dn se klicky rostlin zvazily.

3.1.8 Test rezistence proti bakterialnimu patogenu Pst DC3000

K testu rezistence byly pouzity rostliny o stafi 4-5 tydnt. Pfed oSetienim rostlin byla
ptipravena kultura bakterie (postup viz kap. 3.1.2 Mikrobialni material). Rostliny byly
oSetfeny kolagenem infiltraci do listd a s kontrolnim oSetfenim destilovanou vodou. Takto
oSetfené rostliny byly nésledné¢ umistény do kultivaéni mistnosti na KEBR na 24 hodin
v kontrolovanych podminkach. Po 24 hodinach byla provedena infekce bakterii infiltraci do
listd. Po 3 dnech od infiltrace bakterii, byly z listd zhotoveny disky (primeér 5 mm). Které se
pro naslednou homogenizaci umistily do 1,5 ml mikrozkumavek, po homogenizaci byl
rostlinny material zalit 10 mM MgCl,. Kazdy homogenizovany list byl nékolikrat peclivé
promichan pomoci vortexového michadla. Bylo provedeno decimalni fedéni, k némuz byla
pouzita transparentni 96jamkova desticka. Do kazdé jamky bylo napipetovano 180 pl 10mM

MgCl.. Do prvni fady bylo pifidano 20 pl homogenizovaného roztoku. Po fadném
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promichani do druhé tfady preneseno 20 ul z té prvni a opét promichano, timto postupem
bylo ziedéno do koncentrace 1x10° Zkazdé jamky bylo poté odebrano 10 ul
na desticku s antibiotickym agarovym médiem. Takto zhotovené plotny byly pfeneseny
do inkubatoru s teplotou 28 °C, kde dochazi ke kultivaci. Po 12-24 hodinach byly narostlé

kolonie spocteny a zaznamenany.

3.1.9 Test rezistence proti houbovému patogenu Botrytis cinerea
Nejprve probéehla kultivace patogenu (vice viz kap. 3.1.2 Mikrobialni material). Bylo
pracovano s rostlinami o stafi 6 tydnt. Nejprve bylo provedeno oSetieni kolagenem do lista.
Jako kontrola byly pouzity roztoky flg22 (pozitivni) a destilované vody (negativni). Po vSech
infiltracich do listu byly rostliny umistény do kultivaéni mistnosti KEBR na 24 hodin v

kontrolovanych podminkach. Poté byla provedena inokulace patogenem.

Nasledné byla provedena infekce rostlin sporami B. cinerea. Na kazdy oSetieny list
bylo aplikovano 4 pl roztoku s houbovym organismem. Takto oSetfené rostliny byly
nadhodné umistény do plastovych transparentnich beden s vikem. Do kazdé bedny bylo nalito
500 ml destilované vody pro zvySeni vlhkosti a tyto bedny opét umistény do kultivacni
mistnosti KEBR na 6 dni. Poté byly listy z kazdé rostliny sklizeny a zhotoven sken ze

kterého byla provedena analyza obrazu pomoci programu ImageJ.

3.1.10 Vyhodnoceni dat
K vyhodnoceni dat byl pouzit software Microsoft excel. Tvorba grafii byla provedena
v programech Microsoft excel, PowerPoint a Prism 9.3.1 GraphPad. Pro statistické

vyhodnoceni byl pouzit Prism 9.3.1 GraphPad.
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza produkce mimobunééného H202 po osetieni kolagenem

Jednou z prvnich imunitnich reakci, kterd nastava po rozpoznani pfitomnosti patogenu je

docasné zvysena produkce mimobunécného H>O,. My jsme analyzou této reakce po oSetreni

s kolagenem zacali, nebot’ metoda stanoveni je rychla a levna. Rozhodli jsme se tedy ovéfit,

zda po oSetfeni rostliny kolagenem dojde ke spusténi produkce pomoci chemické

bioluminiscence (Smith & Heese, 2014).

Vyftiznuté disky A. thaliana jsme oSetfovali riznymi koncentracemi dialyzovaného i

nedialyzovaného kolagenu. Po zadném z oSetfeni kolagenem nedochazelo ke zvySené

produkci H2O». Jediny piipad, kdy jejich produkci dochazelo bylo pii pasobeni flg22, coz

byla nase pozitivni kontrola (Obr. 4).

Relativni luminscence [LRU]

-

Celkovy podet fotonu

20000
18000

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

(v:ﬂS

PO o ol
o & N ]
Q{ < & QQW & QQQ Q§\ Q'\'h
« go g g & o ™
\}9\ > QS}' & S o‘o
& % Y .-,?o g R
S & & F &
) °~-\ ‘\PA .(‘PA Q.A-\b "Q'l. ‘\2;-.=
& & & & F &
FFHFF LY
R
Wﬂ[{ * Voda
ﬂl' Flg22
\ ]ﬂ Dialyzovany kolagen 1%
|
ﬂ 1 ]1]{ Nedialyzovany kolagen 1%
J Jl}h
P T
i JJQ};,‘
B L T o
20 40 60 80 100 120

Obrazek 4: Produkce mimobunééného H>O: po oSefeni kolagenem. K experimentiim byly
pouzity disky ze 4-5 tydennich rostlin, které¢ byly pfimo v jamce oSetfeny bud’ kolagenem nebo
100 nM flg22. Jako kontrola byly disky osSetfeny destilovanou vodou. A — znazornéni produkce
H,O> pomoci celkového poctu odrazu detekovanych fotonu v prubéhu méfeni. Kdy hodnoty
predstavuji pramér a chybové usecky smérodatnou odchylku z osmi diska. Hvézdi¢ky znazormiuji
statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou a oSetfovanou variantou (** = p<0,01; ANOVA
s naslednym Dunnettovym testem). B — znazornén casovy prub¢éh analyzy ROS. Kdy dané hodnoty

znazoriiyji pramér a chybové usecky smérodatnou odchylku z osmi méfenych diski.
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4.2 Analyza akumulace kalézy po oSetieni rostlin kolagenem

Jako dalsi typickou imunitni odpoveéd’ jsme analyzovali akumulaci kalozy (Kalachova et al.,
2020). Po oSetieni rostlin kolagenem infiltraci do listd po dobu 24 (dvé opakovani)
a 48 hodin nedoslo dle analyzy obrazu k prokazatelné zvysSené produkci, ktera by se lisila od
kontrolniho oSetteni (Obr. 5). I presto, ze pti vyhodnoceni se efekt kolagenu neprojevil, tak
se nam okem z fotografii jevilo, ze pfi vysSich koncentracich kolagenu byla akumulace
kalozy zvysena (Obr 5D). Po 48 hodin od oSetfeni se nezdal byt pozorovany efekt ani
u flg22, coz napovida n&jaké chybé v postupu (Obr. SB).

0.25 0.5
0.20 0.4+

" 0.15- 0.3

Pokryv plochy v %

0.2
0.1

£ 0.10 i
. é 0.05 -
. . __*_;_+_'_
O-O-L 0.00 ~—F—1—7— 0.0

Pokryv plochy v %
= §
=
1

Pokryv plechy %

2> g\@ ‘\\ﬂ o
S " & S )
& ‘bo“',' & & o Q¥ & o7 6.\ Q¥
4}0 ~1_p\ Q\ $ ' Q'e & &
Rl
~ ~

Kontrola Kolagen 0,1% Kolagen 0,5% Flg22

Obrazek 5: Akumulace kalézy. Osetieni bylo provadéno infiltraci do listt u 4-5tydennich rostlin A.
thaliana. Flg22 byl pouzivan v 100 nM koncentraci. A — OsSetfeni nedialyzovanym 0,7% kolagenem
po dobu 24 h. B — Osetfeni nedialyzovanym 0,7% kolagenem po dobu 48 h. C — Osetfeni 4tydennich
rostlin riznymi koncentracemi nedialyzovaného kolagenu po dobu 24 h. A az C — median vyjadien
pricnou carou. Boxy ukazuji 25 a 75 % percentily hodnot a chybové usecky ukazuji na krajni
hodnoty. Hvézdicky znazormuji statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou a oSetfovanou
variantou (** p<0,01; *** p<0,001; ANOVA snaslednym Dunnettovym testem). D -
Reprezentativni fotografie akumulace kalozy po oSetfeni rostlin po dobu 24 h.
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4.3 Analyza aktivity promotoru pPR1I a pFRKI po osetieni kolagem
V nasi laboratofi mame k dispozici semena transgennich rostlin s vnesenym genem
GUS, ktery je exprimovan pod aktivitou promotord (pPRI a pFRKI) jez jsou promotory
genu aktivovanych pfi indukované imunitni odpovédi (Meldau et al., 2014). Rozhodli jsme

se tyto rostliny vyuzit a aktivitu t€chto promotora po oSetieni kolagen analyzovat.

Bylo udélano celkem Sest riznych provedeni analyzy aktivity promotord. U kazdého,
az na ,Ctvrté” provedeni (2 opakovani), bylo udélano pouze jedno opakovani. Pfi prvnim
provedeni byly pouzity hydroponické rostliny staré 4 tydny s oSetfenim kolagenem do listd.
Aktivita obou promotora byla pomérné variabilni. U pPRI nejsme schopni fici, zda dochazi
k aktivaci, pficemz pFRKI se zda byt mirné aktivovan, nicmén€ jsme u jedné sady listd
pozorovali aktivitu i v kontrole, coz znesnadriuje moznost fici, zda k indukei skute¢né doslo

(Obr.6).
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Obrazek 6: Aktivita promotori geni pPRI a pFRKI po oSetieni nedialyzovanym
kolagenem. Ctyitydenni rostliny A. thaliana (pPRI:GUS; pFRKI::GUS) péstované
hydroponicky byly oSetfeny, infiltraci do listu po dobu 6 h. Kontrola znamena oSetfeni
destilovanou vodou.

Pfi druhém provedeni bylo oSetfeni provedeno infiltraci opét po dobu 6 hodin. Byly

pouzity rostliny pPRI::GUS péstované v zeminé staré 4 tydny. Viditelnad vyssi aktivita

promotoru se projevuje pii koncentraci 0,1 % a 0,5 % (Obr. 7).
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Obrazek 7: Aktivita promotori genu pPRI po oSetifeni nedialyzovanym kolagenem.
Ctyitydenni rostliny A. thaliana (pPRI::GUS:) péstované hydroponicky byly osetieny. infiltraci do
listu po dobu 6 h. Kontrola znamena osetfeni destilovanou vodou.

Treti provedeni bylo realizovano infiltraci do listti po dobu 24 hodin u ¢tyftydennich
hydroponicky péstovanych rostlin. Promotor pPRI neni aktivovan, ani pfi vySSich
koncentracich. Kdezto promotor pFRKI aktivovan byl ovSem opét se nam v poloviné

pfipadi ukazala indukce i v kontrolnich rostlinach (Obr. 8).
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Obrazek 8: Aktivita promotori gent pPRI a pFRKI po oSetieni nedialyzovanym kolagenem.
Ctyitydenni rostliny A. thaliana (pPRI::GUS; pFRKI:GUS) péstované hydroponicky byly
osetreny, infiltraci do listu po dobu 24 h. Kontrola znamena oSetfeni destilovanou vodou.
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Pfi Ctvrtém provedeni bylo pracovano s rostlinami péstovanymi v zemin¢. OSetfeni

probihalo infiltraci do listd hydrolyzovanym nedialyzovanym kolagenem po dobu 24 hodin.

Aktivita promotoru pPRI neni viditelna,
(Obr. 9). Toto provedeni bylo opakovano
s velmi podobnymi vysledky.
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Obrazek 9: Aktivita promotori genu pPRI ap_FRKI po oSetieni nedialyzovanym kolagenem.
Ctyitydenni rostliny A. thaliana (pPRI::GUS; pFRKI::GUS) péstované v zemind byly octieny,
infiltraci do listu po dobu 24 h. Kontrola znamena osetfeni destilovanou vodou.

Po prokazani aktivity promotoru pFRKI nas zajimalo, zda by kolagen mohl vzbudit

aktivitu pfi oSetfeni ke kofeniim. Byly pouzity 5 tydnu staré hydroponické rostliny, kolagen

byl pfidan do péstebniho média na 24 hodin. Jako kontrolni oSetfeni byla pouzita destilovana

voda. Aktivita nebyla pozorovana ani u jednoho z promotort. pPRI nebyl aktivni vibec,

zatimco pFRK1 byl aktivni i v kontrole (Obr. 10).
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Obrazek 10: Aktivita promotori geni pPRI a pFRKI po oSetieni nedialyzovanym
kolagenem. P¢titydenni rostliny A. thaliana (pPRI1::GUS; pFRK1:.GUS) péstované hydroponicky
byly oSetfeny pridanim kolagenu pfimo do média (tj. ke kofenum) po dobu 24 h. Kontrola
znamena oSetfeni destilovanou vodou.

4.4 Analyza inhibice rustu kli¢nich rostlin po oSetfeni kolagenem
Po testech aktivity promotorti genu, které indikovaly mozny efekt kolagenu na
imunitu, nas zajimalo, zda by kolagen mohl vést k inhibici rustu rostlin. Inhibice ristu po
oSetfeni molekulami (potencialn€) aktivujicich rostlinou imunity se fadi mezi klasické

screeningové metody efektu dané molekuly (Janda et al., 2021).

Bylo udélano pouze jedno provedeni oSetieni s kolagenem jak v nedialyzované, tak
dialyzované forme. Bylo potvrzeno ze obé formy pii vysSich koncentracich inhibuji rist
(Obr. 11A a B). Rostliny oSetiené kolagenem o vyssich koncentracich mély viditelné mensi

rast nez ty ostfené s nejnizsi koncentraci (Obr. 11C).
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Obrazek 11: Inhibice kli¢nich rostlin po oSetfeni kolagenem. Ctyidenni kliéni rostliny A
thaliana byly oSeteny kolagenem, vodou (kontrola) nebo 100 nM flg22 po dobu 7 dnu. Poté byla
zmeétena hmotnost kliénich rostlin. A — Kli¢ni rostliny osetfeny nedialyzovanym kolagenem. B —
Kli¢ni rostliny oSetfeny dialyzovanym kolagenem. U obou grafii hhodnoty sloupcu znazoriuji
prameér a chybové usecky a smérodatnou odchylku z 8 semenackt. Hvézdicky znazoriuji statisticky
vyznamn¢ rozdily mezi oSetfovanymi variantami a kontrolou (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;

ANOVA snaslednym Dunnettovym testem). C — Inhibice rastu v klicnich rostlin v po Setfeni
kolagenem.

4.5 Test rezistence proti bakterialnimu patogenu Pst DC3000 u rostlin oSetfenych
kolagenem
Pozorovali jsme efekt na aktivitu promotord a také inhibici ristu zpusobenou
oSetfenim kolagenem, proto jsme se rozhodli analyzovat efekt oSetfeni kolagenem na
rezistenci vuci patogenam. V tomto pfipad€ vuci bakterialnimu patogenu Pst DC3000, nebot
tento patogen mame v nasi laboratofi dostupny a je typickou prvni volbou pro tento typ
experimentu. Test rezistence vaci Pst DC3000 byl opakovan celkem trikrat, pficemz druhy

pokus se nepovedl z davodu chyby v fedéni pii nanaSeni vzorkli na plotny, proto jeho
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vysledky neuvadime. Pti prvnim opakovani byla pozorovana zvySena rezistence rostlin po
oSetfeni 1% hydrolyzovanym kolagenem (po dobu 24 h pfed oSetfenim bakterii) (Obr. 12A).
Ackoliv fenotypovy projev napadeni bakterie byl u té€chto rostlin silnéj§i nez u rostlin
neoSetfenych kolagenem (Obr. 12C). Ale koncentrace bakterie v listech byla nizsi, protoze
analyza CFU (,,colony forming unit“; Cesky kolonie tvofici jednotky) vysla nizsi. Ve druhém
(resp. tfetim) opakovani jsme vSak tento efekt kolagenu na rezistenci vaci Pst DC3000

neprokazali (Obr. 12B).
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Obrazek 12: Test rezistence A. thalina vici Pst DC3000 po oSetfeni kolagenem. Pétitydenni
rostliny A. thaliana péstované¢ v zemin¢ byly oSetfeny 1% nedialyzovanym kolagenem (nebo
vodou, ktera je uvedena jako kontrola) infiltraci do listu 24 h pfed inokulaci Pst DC3000
(ODe0o=0,0005) A, B — Sloupce znazoriuji prumér hodnot vyjadfujici kolonie tvofici jednotky na
jeden disk (CFU =, colony forming units®). Boxy ukazuji 25 a 75 % percentily hodnot, pficna
cara znazormuje median a chybové usecky ukazuji na krajni hodnoty. Hvézdicky znazoriuji
statisticky vyznamné rozdily mezi oSetfovanymi variantami a kontrolou ** p<0,01; Studentuv t-
test). C — Reprezentativni fotografie demonstrujici fenotypovy projev napadeni bakterie Pst
DC3000. Osetfené listy jsou zvyraznéné v cervenych ovalech.
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4.6 Test rezistence proti houbovému patogenu Botrytis cinerea po oSetieni
kolagenem

Jako druhy test resistence proti patogenu jsme vybrali houbovy patogen

Botrytis cinerea, ktery ma oproti Pst DC3000 jiny mechanismus infekce rostliny.

Kolagenem jsme vzdy oSetfovali 24 h pred inokulaci rostliny B. cinerea. Lze vidét ze

nedialyzovany kolagen v rostlinach indukuje rezistenci proti patogenu na rozdil od

dialyzovaného. Protoze kontrolni oSetfeni ma vét§i plochu léze zpusobenou patogenem

(Obr.13A). Srovnani, jak se vyvijela patogeneze B. cinerea (Obr. 13B).
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Obriazek 13: Test rezistence A. thalina vi&i Botrytis cinerea po o¥etieni kolagenem. Sest tydni
star¢ rostliny A. thaliana péstované v zeminé, byly oSetfeny raznymi koncentracemi kolagenu (nebo
vodou, ktera je uvedena jako kontrola) infiltraci do listu 24 h pred inokulaci Botrytis cinerea. A —
Hodnoty znazoriuji primémé pokryti plochy infekce patogenem. Hvézdicky znazoriuji statisticky
vyznamn¢ rozdily mezi oSetfovanymi variantami a kontrolou (** = p<0,01; ANOVA s naslednym
Dunnetovym testem). B — Reprezentativni fotografie demonstrujici fenotypovy projev napadeni

bakterie B. cinerea
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5 DISKUZE

Piedchozi vysledky nasich kolegli z Laboratofe patofyziologie rostlin na Ustavu
experimentalni botaniky AV CR, ukazaly, e oSetieni fepky olejky odpadem z hydrolyzati
kazi v kozedélném pramyslu (kde se jedna z drtivé vétSiny o kolagen), zvySuje rezistenci
vu¢i napadeni patogenem (patent ¢. 305 975). Kolegové, vcetné mého skolitele, dale
pokracovali s vyzkumem vyuzivajicim hydrolyzovany kolagen z krysich ocaskd a jejich
pokusy naznacily, Ze by kolagen mohl indukovat rezistenci u rostlin. My jsme se v této praci

na zminény vyzkum rozhodli navazat.

Rostliny u svého imunitniho systému velmi spoléhaji na presné a citlivé rozpoznavani
cizorodych latek, které se objevi v jejich téle. Kolagen se v rostlinach nevyskytuje, zatimco
pro zivoCichy, a predev§im pro nékteré druhy, je nepostradatelnou slouc¢eninou. A vyjimkou
nejsou ani Skudci rostlin. Takovym prikladem mohou byt had’atka, u kterych se nachazi
v jejich vicevrstvé kutikule (Cox et al., 1981) a je pro né zasadni evolucné konzervovanou
soucasti téla. Z toho divodu se kolagen jevi jako velmi zajimavy kandidat pro rozpoznani

rostlinami.

Navic, jak ukazuje patent naSich kolegl, kolagen ma velky agronomicky potencial
z toho davodu, Ze se jedna o velmi snadno dostupnou latku a jejiz cena je nizka. Nevyhodou

kolagenu je vSak to, Ze neni rozpustitelny ve vod¢.

V nasi praci jsme pracovali s hypotézou, ze kolagen vyvolava v rostlindch imunitni
odpovéd’, kdy kolagen by se mohl zaradit mezi molekularni vzory souvisejici s utokem

patogenu ¢i Skudce.

V diivéjsi praci kolegové vyuzivali Cisty kolagen z krysich ocasku, ktery hydrolyzovali
Stépenim trypsinem ¢i kolagenazou. Takto hydrolyzovany kolagen byl dale hydrolyzovan za
ucelem zbaveni se proteolytického enzymu (informace od Skolitele). V nasi praci jsme
vyuzivali komeréné dostupny doplne€k stravy, sedmkrat hydrolyzovany hovézi kolagen
(4Fitness), ktery je ve vodé rozpustny a pro screening velmi dobie cenove dostupny. V praci
jsme pozivali jak dialyzovany (3,5 kDa membrana), tak nedialyzovany kolagen.
U nedialyzovaného jsme byli schopni docilit oSetfeni 1 za vyS§i koncentraci kolagenu,
zatimco u dialyzovaného je vyhodou, ze se z roztoku zbavime malych molekul jako jsou
aminokyseliny a velmi kratké peptidy, které by mohly, sami o sob€, pusobit rostliné stres

(napt. osmoticky).
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Diky pfechozim studiim, vyuzivajicim pfi svém vyzkumu predev§im modelovou
rostlinu A. thaliana, zndme pomeérné detailné molekularni procesy, které rostlina vyuziva,
pokud aktivuje svou imunitu (Ben Khaled et al., 2015). V nasi laboratofi mame né¢které
z typickych screeningovych metod analyzujicich aktivitu rostlinné imunity dobfe zavedenou
u A. thaliana. Rozhodli jsme se proto tyto testy vyuzit ke studiu reakce rostliny na kolagen.
Analyzovanymi udalostmi byli: zvySenad produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), resp.
H>02 do mezibunécného prostoru (apoplastu) (Janda et al., 2019), akumulace kaldzy
(Kalachova et al., 2020), analyza aktivity promotorti gena souvisejicich s imunitou (pPRI a
PFRK1) s vyuzitim GUS analyzy (Janda et al., 2021), inhibice riistu kli¢nich rostlin (Janda et
al., 2021) a nakonec jsme testovali rezistenci vac¢i patogenum (Pseudomonas syringae a

Botrytis cinerea) (Kalachova et al., 2020) po oSetfeni kolagenem.

5.1 Analyza produkce mimobunécného H20:2 po oSetieni kolagenem

Jako prvni jsme se zaméfili na jednu z nejrychlej§ich imunitnich odpovédi, ktera
nasleduje po rozpoznani cizorodé molekuly pomoci receptort nalézajicich se na plasmatické
membranég, produkci ROS (Kadota et al., 2015). Jedna se o klasickou screeningovou metodu,
ktera muze byt velmi dobie vyuzita pro identifikaci novych molekularnich vzort (Smith &
Heese, 2014). Nami zvolend metoda detekce ROS je zalozena na principu chemické
bioluminiscence. Ta vznika v dusledku reakce luminolu s H2O, (Smith & Heese, 2014).
Z naSeho méféni nevypliva zadna produkce ROS po oSetieni kolagenem (Obr. 4A).
Experiment jsme provedli spravné, coz nam dokazuje zvysena produkce H>O> po oSetfeni
flg22 (Obr. 4B). Otazkou vSak zustava, jestli to, ze kolagen nezvySuje produkci ROS
skutecné doklada, ze nemuze aktivovat imunitu. Zvolena metoda analyzy ROS ma své
vyhody, rychlost a cena experimentu, a je vynikajici ve chvili kdy je reakce zaznamenana,
protoze pozitivni vysledek s velkou pravdépodobnosti indikuje aktivovanou imunitni
odpovéd’. Nicméné tato metoda ma i sva negativa, muze jim byt senzitivita na danou
molekulu, nedostate¢na koncentrace rozpoznavané molekuly v apoplastu. To muaze byt
zpusobeno napiiklad nedostate¢nym pruchodem cilové molekuly z roztoku dovniti rostliny.
Citlivost metody také muze byt zpusobena nizkou aktivaci této imunitni udalosti a
neposledni fadé muaze kolagen indukovat imunitni udalosti i bez aktivace rychlé transientni
produkce ROS. Mohl by naptiklad aktivovat az sekundarni i tercialni produkci ROS (Ngou
et al., 2021). V naSem ptipadé jsme sledovali produkci ROS po dobu 60 minut od oSetfent,

sekundarni produkce nastava po 2-5 hodinach (Ngou et al., 2021).
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Bylo by proto dobré vzit v uvahu jinou techniku, kterd umoziuje stanoveni ROS.
Takovou metodou je napf. barveni ROS pomoci DAP barviva (Liu et al., 2014). Barveni
H>02 bylo v nasi laboratofi zprosttedkovano mym kolegou Ing. Jhonnym Hernadézem
s pozitivnim vysledkem, kolagen zvySoval produkci ROS oproti oSetfeni vodou (data
neukazana, komunikace s Jhonnym Hernandézem). Dale bychom také mohli méfit aktivitu
enzymu superoxid dismutasy, ktera je také za tvorbu H»O> v mimobunééném prostoru

zodpovédna (Holzmeister et al., 2015).

5.2 Analyza akumulace kalézy po osetieni kolagenem
Poté co jsme nevidéli zadnou aktivitu, u jedné z nejrychlejSich odpovédi, tak jsme se
zaméfili naopak na jednu z pomalejSich imunitnich odpovédi, kterou je hromadéni kalozy

v bunééné sténé. U této odpovedi je vyzadovan delsi ¢asovy ramec, nez u produkce ROS.

Po ostetfeni kolagenem po dobu 24 a 48 hodin jsme nepozorovali zadny statisticky
vyrazny rozdil mezi oSetfenim a kontrolou (Obr. 5SA — C) po analyze obrazu. Pti oSetfeni po
dobu 48h jsme nepozorovali akumulaci u flg22, ktery ji prokazatelné zptisobuje (Sangi et al.,
2023) (Bardoel et al., 2011), coz naznacuje chybu v provedeni experimentu a je nutné jej

zopakovat.

Ackoliv nebyl prokazan statisticky rozdil mezi kontrolou a oSetfenim kolagenem, tak
byla kaléza, podle nas, viditelné (okem z fotografie) vice akumulovana po oSetfeni
kolagenem (Obr. 5D). To ze nebyl prokazan zadny rozdil analyzou obrazu, by se dalo
vysvétlit, tim ze jsme pro analyzu obrazu nezvolili nej§t'astnéji parametry a bylo by dobré se
na vyhodnoceni fotografii znovu zaméfit. Vyhodnoceni akumulace kal6zy pomoci spocitani
procentualniho pokryvu plochy nemusi byt optimalni. Béhem analyzy kalozy z obrazu je
mozné, se zaméfit napiiklad na pocet kaldozovych boda stejnym zptusobem, jako to ve své
praci pouzili Ngou et al. (2021). Soucasné bychom experiment méeli znovu zopakovat, a jeste

vice se zaméfit pii zhotovovani mikroskopickych snimki na co nejlepsi rozliseni snimku.

Lze také polozit otazku, zda je oSetfeni rostlin do listd spravné. Nami predpokladana
teorie je, ze se rostliny s kolagenem mohly setkat v padé. Protoze vime, Ze se kolagen
pfirozené nachazi v kutikule had’atek (Cox et al., 1981), které s rostlinou interaguji v pude.
Je tedy mozné, ze akumulace kalozy bude v listech slabsi nez v kotrenech. Jelikoz by kolagen

mohl byt elicitor aktivujici imunitni odpovéd v kotfenech.
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5.3 Analyza aktivity promotoru pPRI a pFRKI po oSetieni kolagenem

Promotory pPR1 a pFRK]I jsou soucasti genu spojenych s imunitni reakci. PR1 protein
patii do rodiny tvofici CAP proteiny, které v rostliné zastavaji fadu funkci. PRI je
povazovan za protein rostlinami pouzivany proti houbovym patogenim (PeCenkova et al.,
2022). Promotor pFKRI1 je aktivovan pfedev§im jako odpoveéd pro rozpoznani bakterialniho
flg22. Tento gen koduje receptoru podobnou proteinkinizu, ktera se spousti predev§im v
Casné imunitni reakci (Kunze et al., 2004). Zajimavé je, ze protein FRK1 byl ptivodné spojen
se starnutim rostlin, podle ¢ehoz byl také tak nazvan , senescence induced receptor-like

kinase* (SIRK) (Robatzek & Somssich, 2002).

Oba tyto promotory jsou aktivovany b&hem PTI. V praci (Chen et al., 2018) po
oSetfeni bakterialnim flg22, ¢i elongaénim faktorem elf26, byla zaznamenana zvySena
produkce obou gentu. K expresi téchto dvou gent dochazi v fadu nékolika hodin od

rozpoznani.

V na$i laboratofi disponujeme transgennimi rostlinami pFRKI::GUS (Kunze et al.,
2004) a pPRI::GUS (Meldau et al., 2014). Gen PRI byl také pouzit pfi studiu rezistence
rostliny A. thaliana proti bakteridlnimu patogenu Pectobacterium carotovorum. Ptitom byl
pouzit, jako marker pro produkci kyseliny salicylové, ktera muze byt zodpovédna za
naslednou produkci BABA, coz indukuje rezistenci (Po-Wen et al., 2013). Gen FRKI byl
pouzit pii identifikaci nového efektoru HopF2 bakterialniho patogenu Pst DC3000. Tento
efektor potlacuje rozpoznavani MAMPs piisobenim na cytoplazmatickou membranu (Wu et

al., 2011).

Analyza aktivity téchto dvou promotort byla prvni kladnou odpovédi, kterou jsme
pozorovali (kdyz nebudeme pocitat naSe tvrzeni, ze si myslime, ze jsme nenastavili $tastné
obrazovou analyzu fotografii kalozy, ze okem jsme indukci na fotografiich vidéli). Jednalo
se predevsim o aktivitu promotoru pFRK1 u rostlin oSetfenych do listd, péstovanych v pade
(Obr. 9). V nékolika ptipadech se nam ukazala indukce i v kontrolnich rostlinach. Davod
pro¢ k tomu doslo nam neni zcela ziejmy. Mohlo to zptisobit nechténé poranéni v dusledku
infiltrace do listi nebo néjaky nechtény stres vyvolany v prubéhu kultivace rostlin. Nicméné
aktivace pFRK1 byla po oSetfeni kolagenem konzistentn&jsi nez v kontrolnich vzorcich. Je
také zajimavé, ze aktivita promotoru pPRI se od sebe lisi pi1 oSetieni na 6 a na 24 hodin, kdy

dochazi k vétsi aktivité pii oSetfeni na 6 hodin u obou zptuisobu péstovani (Obr. 6 —9).
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Na zékladé predpokladu, ze se rostliny mohly s kolagenem setkat skrze hadatka
v pud¢, jsme se rozhodli vyzkouset, zda bude aktivita viditelna i pii oSetfeni ke kofenim (tj.
do péstebniho média). A zadny efekt vidén nebyl (Obr. 10). Je vSak zajimava silna aktivita
promotoru pFRK]1 v rostlinach oSetfenych 1 kontrolnich, zatimco u pPRI jsme nepozorovali
u ruzic aktivitu zadnou (Obr 10). V budoucnu by bylo vhodné také analyzovat aktivitu obou

genu pomoci transkryptomické analyzy. V uvahu prida naptiklad PCR.

5.4 Analyza inhibice rustu kli¢nich rostlin po oSetfeni kolagenem

Obrana proti rostlinnym patogenim je pro rostliny nezbytné nutna. Aktivace
obrannych mechanismt v rostlin€é vyzaduje spoustu energie a dochazi tak k ihibici ristu
rostliny (Wang & Wang, 2014). Inhibice rastu je napfiiklad typickym projevem pii oSetieni
rostlin f1g22. Toho bylo vyuzito pfi praci Goméz et. al (Gomez-Goémez & Boller, 2000) a pii
identifikaci nového lokusu FLS2. Dale naptiklad pii studii transkriptomanli regulace FL.S2
(Zou et al., 2018), ale také napiiklad v praci mého skolitele (Janda et al., 2021) tykajici se
imunitni reakce rostlin na mimobunécné bakterialni vacky. Lze ocekavat, ze pokud bude

kolagen rostlinami rozpoznavany a spusti imunitni odpovéd’, bude viditelna i inhibice ristu.

Po oSetfeni rostlin kolagenem byla jasné viditelna inhibice, zvy3ujici se spolecné
s koncentraci kolagenu (Obr. 11). Je vSak otazkou, zda zpusobena inhibice byla imunitiho
charakteru. Mohlo totiz dojit k pisobeni osmotického stresu, ktery by byl zptsoben
napfiklad vys$§im obsahem aminokyselin. K osmotickému stresu dochédzi vlivem vysoké
koncentrace iontd, a dalSich rozpustnych latek v pidé€, ¢i v naSem piipadé v pé€stebnim
médiu. Dochazi tak k odCerpavani vody z rostlinnych bunék. Rostliny se tomuto jevu snazi
zabrarnit a dochazi tak ke snizeni ristu (Zhu et al., 2010). Zajimavé ovSem je, Ze jsme
zaznamenali inhibici rastu i po oSetfeni dialyzovanym kolagenem, kde je moznost
osmotického stresu vyrazné nizsi a celkové je koncentrace proteint pfiblizné 200krat nizsi

nez u nedialyzovanych vzork.

5.5 Testy rezistence proti patogenim

Vzhledem k pfedchozim pozitivnim vysledkim analyzujicim aktivitu promotoru
pFRK1, inhibice rustu, a my véfime i akumulace kaloZzy, jsme se rozhodli studovat
potencial indukce rezistence oSetfeni rostlin hovézim hydrolyzovanym kolagenem. Testy
rezistence jsou klasickym zpusobem testovani novych induktort rezistence. Po oSetieni
snovym potencialnim induktorem rezistence, jsou rostliny vystavené nejCastéji se

vyskytujicim Skodlivym organismim. Poté je sledovan prubéh patogeneze. V naSich
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epxerimentech jsme pouzili bakteridlni patogen P. syringae a houbovy patogen B.

cinerea.

P. syringae je houbovy hemibiotrofni patogen, ktery do rostliny vstupuje skrze
oteviené pruduchy (Xin et al., 2018), nebo pfes poranéna rostlinna pletiva a mnozi se
v mezibunéénych prostorech. Jakmile dojde k dostateénému namnozeni v hostitelském
pletivu, zpusobuje rozsahlé nekrézy. Timto se liSi od nekrotrofnich patogenu, které
zpusobuji nekrdzy jiz ve svych rannych stadiich (Xin et al., 2018). Takovym je B.
cinerea, ktery se striktné fadi mezi nekrotrofni patogeny. Patogeneze zacina vykli¢enim
spory na povrchu listu anaslednému vytvoreni apresoria. To pfi napadeni rostliny
produkuje Siroké spektrum enzymu, které degraduji bunécnou sténu a dojde k usmrceni

bunky (Xin et al., 2018).

V naSich experimentech jsme pozorovali pfi testu rezistence proti patogenu

Pst DC3000 pii prvnim provedeni (Obr. 12A). U testu rezistnce proti patogenu B. cinera byl

pozorovan snizeny rozsah infekce (Obr. 13).

6

Diky nami provedenym testim pfichazi v Gvahu moznost, ze by kolagen mohl
indukovat rezistenci proti obéma patogenim. Zajimavy je projev patogeneze Pst DC3000,
pii kterém rostliny oSetfené kolagenem maji horsi fenotypovy projev, nez kontrolni
rostliny (Obr. 12C). Diivodem tohoto zhorSeného projevu by mohla byt hypersenzitivni
odpovéd” (HR) zptsobena kolagenem. V budoucnu se chceme na méfeni HR, po oSetfeni
kolagenem, zameéfit, a to napfiklad kvantifikaci mnozstvi, do vody vypusténych,
intracelularnich elektrolyt, po oSetfeni s predpokladanym ptvodcem HR (Johansson et

al., 2015).

ZAVER

Nepozorovali jsme efekt kolagenu na tvorbu mimobunééného H>O».

Akumulace kal6zy nebyla statisticky prokazana, avSak byla viditelna pouhym okem.
Pozorovali jsme indukci aktivity promotoru genu pFRK/ po oSetieni kolagenem.
Ukazali jsme, Ze oSetieni klicnich rostlin kolagenem vede k inhibici riistu A. thaliana.
Testy rezistence proti bakterialnimu (Pst DC3000) i houbovému (B. cinerea) patogenu

naznacily, ze kolagen ma potencial indukovat rezistenci viici Pst DC3000 a B. cinerea.
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