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CILE PRACE

1. Cilem teoretické cCasti bakalaiské prace bylo vypracovat literarni reSersi zaméfenou
na charakterizaci obrannych mechanismi rostlin v prabéhu infekce biotrofnim
patogenem Oidium neolycopersici a v reakci na pfitomnost elicitind produkovanych
oomycetami rodu Phytophthora a Pythium.

2. 'V experimentalni ¢asti prace bylo cilem:

2.1. Stanoveni citlivosti/rezistence genotypu Solanum lycopersicum cv. MicroTom
vac¢i  biotrofnimu patogenu O. neolycopersici. Porovnani s genotypy
S. lycopersicum cv. Amateur, S. chmielewskii a S. habrochaites.

2.2. Testovani vlivu aplikace vybranych elicitinti (infestin, kryptogein, oligandrin)
na posileni odolnosti genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom wvuci infekci
biotrofnim patogenem O. neolycopersici na zakladé charakterizace vyvoje
patogennich struktur.

2.3. Studium vlivu aplikace vybranych elicitind na aktivaci obrannych mechanismu
2.3.1. Detekce aktivity peroxidas
2.3.2. Produkce Hsp70

2.3.3. Detekce aktivity a exprese S-nitrosoglutathionreduktasy



1. UVOD
Oidium neolycopersici je biotrofni patogen z oddéleni Ascomycota, fadu Erysiphales

a rodu Oidium. Béhem dvacatého stoleti se tento patogen vlivem transportu a piezivani
na alternativnich hostitelich rozsifil z Australie do Evropy, Asie, Severni a Jizni
Ameriky, ale také v poslednich letech byl nalezen i v jizni Africe. Oidium parazituje
pfedev§im na rostlinné celedi Solanum spp. a Brassicaceae. Tento patogenni
organismus zputsobuje rozsahlé hospodaiské Skody v oblasti zemédélstvi, které zaroven
vedou K vyznamnym ekonomickym ztratam. Na pracovisti Katedry biochemie ve
spolupraci s Katedrou botaniky Pfirodovédecké fakulty UP v Olomouci je intenzivné
studovana interakce Solanum spp. a O. neolycopersici v¢etné¢ obrannych mechanismu
rezistence. V soucasnosti jsou feSené projekty zaméfeny na studium tlohy ROS a RNS
V obranném mechanismu hostitelské rostliny v pribéhu patogenese a na mozZnost
aktivace obrannych mechanisma aplikaci proteinovych elicitort, tzv. elicitint, vedouci
k ovlivnéni vyvoje patogennich struktur.

Elicitiny jsou 98 kDa proteiny pivodem z oomycet rodu Phytophthora a Pythium,
které po aplikaci v prub&hu rostlinno — patogenni interakce mohou u rostlin aktivovat
fadu obrannych d&ji jiz v nizkych koncentracich. Po rozpoznani patogenu
produkujiciho elicitiny dochazi u napadené rostliny k rychlé mobilizaci rozsahlé sité
signalnich drah vcetné iontovych kanali, GTP-vazebnych kanali a kinas, kdy nasledné
dochdzi k pfenosu elicitinového signdlu na dal§i ptenaSeCe, a poté je takto
amplifikovany signal vyuzity napt. pro fosforylace defosforylace proteinii v buiice,
regulaci homeostazy vapenatych iontt, produkci a ukladani fytoalexind, produkci ROS
a RNS vcetn¢ aktivace antioxida¢nich mechanisml a v neposledni fad¢ také aktivaci
exprese obrannych gent rostlin. Aplikace elicitord mutize aktivovat obranné mechanismy
rostliny a tak se podilet na zvySeni rezistence urcitého druhu rostlin vici patogenu,
ktery je pfirozen¢ atakuje, coz vede k moznosti studia uplatnéni téchto latek
v biotechnologiich, naptf. pifi vyrobé biologicky aktivnich latek s ochrannym

potencialem.



2.  Soucasny stav FeSené problematiky

2.1.1 Abiotické, biotické a antropogenni stresové faktory rostlin

Rostlina se v pribéhu svého zivota setkava s fadou vnéjsich ptiznivych i neptiznivych
podminek, na které odpovidajicim zplsobem aktivné reaguje a také je zaroven
ovlivituje. Protoze Zemé& poskytuje velice rtiznorodé prosttedi pro zivot, lze tyto
podminky rozdé€lit do dvou zakladnich skupin: fyzikalné-geografické a puadne-
klimatické. Ob¢ tyto skupiny zahrnuji faktory jako zemépisnou polohu, jez urcuje délku
dne, kterd se v priabéhu roku cyklicky méni, proudéni vzduchu a moiskych proudt
a také geologické podlozi (Pavlova, 2006).

S témito podminkami souvisi stres, coz je stav, ve kterém je rostlina nucena
aktivovat obranné mechanismy pro pfeziti vi¢i fad€ nepiiznivych az extrémnich
faktord, které na ni ptsobi. Tyto faktory (stresory) je mozné rozdélit do dvou velkych
skupin: abiotické a biotické (Obr. 1). Dle Kolafika et al. (2003) je mozné rozdélit

abiotické stresové faktory do dvou tfid na zakladé jejich charakteru:

Do skupiny fyzikalnich faktora patii:

e vysoka nebo naopak nizka teplota (horko, chlad, mraz)
e nedostatek svétla nebo naopak nadmérné ozareni (UV)
e mechanické plsobeni vétru

Do skupiny chemickych faktori fadime:

¢ nedostatek vody v piidnim prostoru a v ¢ase (sucho)

e nedostatek ptidniho vzduchu

e nevyhovujici skladba pid (nizké mnozZstvi mineralnich latek v pidé,
ptekyseleni/alkalizace pid)

e kontaminace pudy (pfitomnost toxickych latek ve vzduchu, vodé ¢i pudg)

e zasoleni pudy (zimni udrzba komunikaci)

Za odnoz abiotickych faktor se povazuji antropogenni stresové faktory. Jedna se
o pusobeni latek, které se ¢innosti clovéka vyznamné podili na zneciSténi Zivotniho
prostfedi. Jsou to napiiklad herbicidy, pesticidy, insekticidy, té¢zké kovy anebo dalsi
chemikalie, které se zemédélskou nebo primyslovou ¢innosti dostavaji do pudy, vody
ptipadné vzduchu. Castym antropogennim faktorem je v soucasné dobé& vliv chloridu
sodného, ktery ma lokéalni vliv na kvalitu pidy ve vzdalenosti n€kolika metrti od
pozemni komunikace pfi zimnim posypu. Zpisobuje hlavné zvySeni pH, vyplavovani

pudnich iontli a rozruSovani pidni struktury. Nepiiznivé na kvalitu pid plsobi také



nedostatek humusu (Zivin) pfi sou¢asném nedostatku vody. VétSina piid mé proto dnes
antropogenni ptuvod (Kolatik et al., 2003).

Stresové faktory, které piisobi zpravidla soucasné, velmi Casto zptisobuji poskozeni
bunéénych proteint, lipidi ¢i nukleovych kyselin a vlivem toho dochazi k nezvratnym
trvalym nasledkim, které mohou vest az k bunécné smrti (Piterkova et al., 2005). Pro
rostlinu je komplikované vyhnout se stresovym faktorim, protoze nema tu moznost
uniknout z dosahu stresoru a také ma velmi riznorodé bunky a pletiva, ve kterych
vlivem stresori dochazi ke znacnému kolisani fyzikalnich a biochemickych procest

(Lutts a Kinet,1998).

Obr.1:Ptehled abiotickych, biotickych a antropogennich stresovych faktort (pfepracovano
z Kolaftik et al., 2010).



2.1.2 Rostlinné patogeny a jejich prinik do organismu

Jako rostlinné patogeny se oznacuji takové organismy, které proziji cely svij Zivot,
nebo alespon cast zivota v blizkém kontaktu s rostlinou, kterou poskozuji a zarovei na
ukor rostliny ziskavaji riizné vyhody, pficemz vysledkem jejich pisobeni mohou byt
ruzné rostlinné choroby. Nej¢astéjsimi rostlinnymi patogeny jsou viry, bakterie, hlistice,
houby, hmyz a bylozravci. Casto tito parazité puisobi na danou rostlinu soucasné
(Pavlova, 2006).

Prinik patogenu do rostliny ma zpravidla tii faze. Prvni z nich je infekce (patogen
vstoupi do rostliny skrz priduchy, lenticely nebo poskozeni bunétné stény), poté
nastava faze kolonizace (patogen vyuziva energetické zdroje a metabolity rostliny pro
svlj zivot) a kone¢nou fazi je reprodukce, kdy se patogen rozmnozuje uvnitt rostliny
a zpisobuje onemocnéni (Pavlova, 2006). Patogen, ktery parazituje jen na zivych
bunkach, byva oznacovan jako biotrofni, zatimco hemibiotrofni patogen usmrcuje
buiku az po urcité dob¢, kdy na ni parazituje. Nekrotrofni patogeny zni¢i buitku velmi

rychle a Zivi se jejimi zbytky (Thomma et al., 2001).

2.1.3. Zakladni obranné mechanismy rostlin

V pribéhu evoluce i v prubéhu svého zivota se rostlina snazi vytvaiet si
obranyschopnost (rezistenci) vic¢i nepfiznivym podminkdm. Rezistence zahrnuje
avoidanci a toleranci. Avoidance znamena, Ze se rostlina snazi zabranit interakci
S patogenem a predchazet tak biotickému stresu napt. tvorbou kutikuly specifického
slozeni, vyvojem specifického typu kofenového systému, tvorbou proti priiduchové
dutiny, vytvofenim specidlnich dormantnich organti apod. Tyto specifické znaky jsou
podminéné geneticky a projevi se tak i na rostlin€, ktera neni aktudln€ vystavena stresu.
V pribéhu ontogeneze si rostlina vytvaii schopnost adaptace, ktera je projevem zmény
na urovni fenotypu pii dlouhodobé stresové zatézi. Jedna se napiiklad o opad listh pii
nedostatku vody, prodlouZeni internodii u rostlin, které jsou zastinéné porostem atd.
(Gaspar et al., 2002; Pavlova, 2006).

Dal§im komplexem obrannych reakci, které vytvari rezistenci, je tolerance.
Tolerance se projevuje jako aktivni schopnost rostliny odolavat urcitému stresoru.
Postupny proces ziskavani tolerance se oznacuje jako otuzovani, neboli aklimace, jehoz
vysledkem jsou reverzibilni kratkodobé ziskané vlastnosti (Gaspar et al., 2002).
VSechny rostliny zaroven produkuji sekundarni metabolity, z nichZ nékteré mohou byt

toxické. Pokud se takovy metabolit prenese v dostatecné koncentraci na jinou rostlinu
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a zacne ji ovliviiovat, tak se tento jev nazyva alelopatie - napf. u trav a jetelovin

(Prochazka, 1988; Kincl a Krpes,1993).

.2.1.4 Obranna odpovéd’ na stresovy faktor

Stresova reakce, ktera vede k toleranci, probiha v n¢kolika fazich (Obr. 2). Po¢ate¢ni
prvni fazi je faze poplachova, kdy rostlina rozpozna stresor, ktery naruSuje vnitini
bunécné struktury a jejich spravné funkce. Nasledné je prostfednictvim signalnich drah
pienesen signal k dalSim bunéénym slozkam, dojde ke zménam v expresi gent a poté se
§iti signal do zbyvajicich Casti rostliny. Jako dalsi nasleduje faze restituéni, kdy rostlina
aktivné reaguje na stresor svymi obrannymi mechanismy, aby mohla pfezit pfi
neptiznivych podminkach. Posledni je faze rezistence, kdy rostlina vlivem otuzeni
toleruje pfitomnost stresoru a preziva, dokud nejsou vy€erpany dostupné zdroje energie
(Pavlova, 2006). Pokud stresor pusobi dlouhodobé, dochazi jesté k fazi vycerpani
(Prochazka et al., 1998).
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Obr. 2: Idealizovany prub¢h stresové reakce (pievzato z Prochazka et al., 1998).

Celkovy prubéh této odpovédi na stresovy faktor zavisi zejména na charakteru
daného stresoru, rozsahu odchylky od normalnich funkci rostliny, na dobé puisobeni
a rychlosti nastupu a ucinku stresoru, a mimo jiné i na genotypu, fyziologickém stavu
rostliny a jejim stupni vyvoje. Mezi nej¢astéjsi projevy reakce na stres patii prechodné,

nebo trvalé zastaveni ristu, nebo naopak zvysSena rustova aktivita (Bray et al., 2000).

2.1.5 Prirozena obrana vici patogenim
Primarni pfirozenou ochranu zajist'uji kryci pletiva rostlin a sekundarni metabolity.
Svrchni vrstvu rostliny tvofi kutikula tvofena kutinem, vosky a epidermis. Pro lepsi

ochranu se vytvaii na svrchni vrstvé trichomy, které obsahuji sekundarni metabolity,



Vnitini vrstva mize byt zpevnéna bunéénymi vrstvami tvofenymi suberinem, ligninem
¢i vrstvami sklerenchymu. Druhotné ochranné pletivo, které vznikd Cinnosti bunck
primarniho pletiva je felogen, jehoz buiky tvoii korek. Kofeny rostlin jsou viici
patogenim chranény rhizodermis, kterou tvoifi bunky impregnované suberinem
(Pavlova, 2006; Marek et al., 2008).

Jako sekundarni kryci pletivo kofenli je oznaCovan periderm, ktery se tvofi
u druhotné tloustnoucich organi, ale i1 v mistech poranéni. Pro zahojeni ran
zpusobenych patogeny slouzi pryskyfice, coz jsou z chemického hlediska terpeny
a aromaty, a dal§i ochranné sekundarni metabolity. Tyto latky oznafované jako
inhibitiny ¢i fytoncidy zaroven zajist'uji i preventivni ochranu pied patogeny, protoze
jsou pro n¢ toxické. Z chemického hlediska maji velmi rizny charakter (terpenoidy,
flavonoidy, alkaloidy, isoprenoidy...) a jsou ulozené ve vakuolach ¢i trichomech
(Pavlova, 2006; Ryplova, 2014).

2.1.6 Prehled obrannych reakei v rostlinné burce

Obranné reakce rostlin jsou komplexnimi procesy, které probihaji variabilnimi
mechanismy na mnoha urovnich. Zahrnuji posilovani mechanickych bariér, vytvareni
nevyhodnych podminek pro patogen a poskozeni patogenu. Dochazi také k transkripci
genl, které jsou nezbytné pro vznik obrannych sekundarnich metabolitl, jako jsou
fenolové slouceniny, obecné alkaloidy, terpenoidy a fenylpropanoidy (Mishra et al.,
2011). Dale je mozné detekovat zmény v produkci aktivnich forem kysliku, transportu
iontll pfes membrany a také aktivaci enzymu nutnych pro syntézu ligninu bunééné stény
(Kazan et al., 2012; Choudhury et al., 2013).

Mezi obranné procesy je mozné zafadit aktivaci NADPH oxidasy (EC 1.6.3.1),
enzymu katalyzujicimu vznik superoxidu O, ktery se Vreakci katalyzované
superoxiddismutasou (EC 1.15.1.1.) dale pfeménuje na peroxid vodiku a ten se nasledné
podili na tvorbé ligninu a zpevilovani bunécné stény, coz je diilezité pro mechanickou
odolnost vuci patogenu (Sattler a Funnell-Harris, 2013). Rostlina reaguje na napadeni
virem nebo houbou tvorbou polysacharidu kalosy, ktera zamezuje Sifeni viru a priniku
houbové hyfy. Vyznamna je také produkce PGIP proteint (polygalacturonase-inhibiting
proteins), které inhibuji polygalakturonasy (EC 3.2.1.15) patogenu, které se podili na
degradaci bunécné stény hostitelské bunky. Dulezita je také produkce enzymu chitinas
a glukanas, prostfednictvim kterych rostlina rozklada buné¢nou sténu patogennich hub

(Lunaetal., 2011; Ferrari et al., 2012).



Jiz v prvnich minutéch po infekci patogenem je mozné zaznamenat zvySeni hladiny
superoxidu a peroxidu vodiku, ktery je schopen se pfeménit na hydroxylovy radikal
poskozujici nasledn¢ patogen. Zvysena produkce ROS miize spustit hypersenzitivni
reakci (HR), kdy v disledku rychlé smrti bun¢k v misté napadeni rostliny patogenem je
zamezeno Sifeni patogenu dale do organismu. Obranné reakce se aktivuji zpocatku
v misté infekce, nasledné v ramci pletiva, ale i organu a po nékolika dnech v celé
rostliné — tento stav se oznacuje jako ziskana systémova rezistence (SAR, systemic

aquirred resistence) (Pavlova, 2006; Thakur a Sohal, 2013).

2.1.7 Rostlinna imunita

Existuji dva typy imunitnich systémi rostlin, které navzajem spolupracuji. Jeden
vyuzivé transmembranové receptory, které rozpozndvaji struktury spojené s patogenem
(PRRS) pro rozpoznani mikrobidlnich ¢i patogennich molekularnich struktur (MAMPs
a PAMPS) — napf. flagelin. Druhy typ imunitniho systému se uplatiiuje uvnitié bunék,
hlavni funkci maji tzv. NB-LRR proteiny, které jsou kodovany specifickymi
rostlinnymi R geny rezistence. Sekvence R proteinu znacené jako LRR (leucine-rich-
repeats) jsou bohaté piedevs$im na leucin nebo jiné hydrofobni aminokyseliny, zaroven
ale obsahuji NBS (nucleotide-binding-site) sekvence, které jsou schopné vazat
nukleotidy. NB-LRR proteiny jsou schopné rozpoznavat patogenni efektory z rtiznych
fi$i a navozovat podobné imunitni odpovédi. Tato vyvinutd rezistence plati ale pouze
vuci obligatnim biotrofnim ¢i pouze hemibiotrofnim patogentim, vuci nekrotrofim se
tato rezistence nevyvinula (Jones a Dangl ,2006; Zipfel a Felix, 2005). Princip vytvafeni

a fungovani rostliny popisuje tzv. “zig-zag™ model (Obr. 3).
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Obr. 3: ,,Zig-zag* model, ktery zobrazuje princip rostlinné imunity (pievzato z: Jones a Dangl ,

2006).

Prvni faze tvorby rostlinné imunity spoc¢iva v tom, ze patogeny, které napadaji
rostlinu, maji na svém povrchu vazany typické molekuldrni struktury tzv. PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns), na které rostlina reaguje pomoci PRRs
receptoru (pattern recognition receptors), coz v kone¢ném dusledku vyvolava u rostlin
imunitu PTI (pathogen-triggered immunity), ktera muze zastavit kolonizaci patogenu.
Ve druhé fazi efektory patogenti nasledné interferuji s PTI, pficemz vysledkem je
efektorové vyvolana citlivost ETS (effector-triggered susceptibility). V nasledujici fazi
jeden z NB-LRR proteint specificky rozezna efektory, coz nakonec vyusti v efektorove
vyvolanou imunitu ETI. ETI je v podstaté zrychlena a zesilena PTI, vyvolavajici
hypersenzitivni reakci (HR) a rezistenci na chorobu. V posledni fazi se patogeny snazi
vyhnout ETI odtrzenim nebo stfidanim rozpozndvaciho efektorového genu, nebo
ziskanim dalsich efektort pro potlac¢eni ETI (Jones a Dangl, 2006; Schwessinger et al.,
2008; Stotz et al., 2014).

2.2. Charakterizace patogenniho organismu Oidium neolycopersici

3.2.1 Piivod patogenu

Oidium neolycopersici patii do fiSe hub z oddéleni vieckovytrusnych hub (Ascomycota)
a spada do tadu Erysiphales a rodu Oidium (Jones et al., 2001). Jedna se o houbu, ktera
zpusobuje rozsahlé epidemie na Siroké Skale rostlinnych druhil, pfi€emZ nejCastéji
parazituje pravé na rajceti (Solanum spp.) a zpasobuje infekci zvanou rajcatové padli

(Ridout, 2009). Prvni rozsahlé epidemie rajcat vlivem tohoto patogenu byly



zaznamenany od roku 1980 v Zapadni Evrop¢, Severni a Jizni Americe, Asii a také
dokonce v Jizni Africe (Kiss et al., 2001; Lebeda et al. 2015). V Asii se podle
dochovanych herbaiskych vzorkti vyskytl tento patogen Vroce 1947, nicméné
podrobnéji byl zkouméan az od 80. let minulého stoleti, kdy se projevily rozsahlé
epidemie, pravdépodobné vlivem transportu rostlin, rozptyleni konidii pomoci vzduchu
a jejich nasledného piezivani na alternativnich hostitelich. Az dosud v Africe nebyla
houba O. neolycopersici divodem obav ze strany zemédélcti a zahradkai, protoze
V této oblasti nezplisobovala vyznamné ekonomické ztraty, byl hlaSen pouze jeden
ptipad jejiho vyskytu a to v Tanzanii (Kiss et al., 2001).

Od brzkého podzimu roku 2013 se projevila infekce padli na polnich rajcatech
v Jizni Africe (Lebeda et al., 2015). V této oblasti parazituje na rajcatech patogen
Leveillula taurica, nicméné v tomto piipadé byly symptomy epifytni infekce odlisné,
proto dalsi morfologické a mikroskopické studie prokazaly, Zze se jedna o patogen
O.neolycopersici (Braun a Cook, 2012).

Jiz v roce 1888 védci Cooke a Massee objevili v Australii novy druh padli, ktery byl
pozdé&ji pojmenovan jako O. lycopersicum (Noordeloos a Loerakker, 1989) a to na
zakladé¢ morfologickych a molekularnich dat. Kiss et al. (2001) nasledné rozeznali
pivodni druh padli, zaznamenanych na rajCatech v Australii (Oidium subgen.
Reticuloidium), od téch druht, které byly zodpovédné za infekci rajcat v Evropé,
Severni a Jizni Americe, Asii a jizni Africe a tento druh byl nazvany Oidium
neolycopersici (fazeny jako Oidium subgen. Pseudoidium) (Kiss et al., 2001).

Teleomorf (stadium, kdy se houba pohlavné rozmnozuje) tohoto patogenu nebyl
doposud nalezeny, nicméné na zakladé experimentalnich metod, jako je svételna
mikroskopie, skenovaci elektronova mikroskopie, ITS sekvenéni analyza byl tento

patogen zafazen do rodu Erysiphe (Jones et al., 2001).

2.2.2 Morfologicka charakteristika Oidium neolycopersici

Pro tento patogen je typické, Ze vytvaii na povrchu listl, stonkl, fapikl
a v nekterych piipadech dokonce plodin bilé povlaky mycelia. Identifikace ptfesného
druhu byva ale slozitd a to zejména v piipadé, ze dosud znamé informace
0 konidiogenesi patogenu spoleéné snové vznikajicimi epidemiemi byvaji Casto
protichlidné, zejména za nepfitomnosti jakéhokoliv zndmého teleomorfu (Jankovics et
al., 2008).



O. neolycopersici tvofi charakteristické elipsoidni spory o primérnych rozmérech
30 pum x 15 pm. Povrch téchto spor je pokryty nepravidelnymi stuzkovitymi
strukturami. Pfi kli¢eni se objevi kli¢ni vldkno, které se postupné prodluzuje na Spicce
az do lalokovitého uspofadani (Obr. 4). Spojenim tfi bunék epidermu vznika
apresoridlni struktura, z jejithoz centra vznikd kli¢ni vldkno pronikajici do hostitele,
které zanechava po sob¢ otvor po vniknuti o priméru 0,2 um (Jones et al., 2001).

V piipadé velmi rychlé kolonizace hostitelské rostliny se hyfy Sifi z konidia
a primarniho apresoria do hostitele. Sekundarni apresorium vznika bud’ samostatné,
nebo paroveé z hyfy, kterd se postupné vétvi na povrchu napadené rostliny. Jak uz bylo
uvedeno, pohlavni Zivotni cyklus u O. neolycopersici doposud nebyl nalezen, ovSem
nepohlavni zivotni cyklus je kompletni diky uspotadani konidiofor, které lezi kolmo
vici pletivu hostitele. Navic O. neolycopersici vytvaii konidie bud’ samostatné, nebo
Vv pseudoftetizcich, které jsou tvotfené 2-6 konidiemi, oproti tomu australsky druh O.

lycopersici vytvari konidie pouze v fetizcich (Jones et al., 2001).

Klisici vlé%

% Kli¢ici vlakno

Obr. 4: Schématicky vyvoj Oidium neolycopersici v pribéhu 8, 24 a 72 hpi na listech citlivého
genotypu Solanum lycopersicum ( pievzato od Mieslerova a Lebeda, 2010).
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2.2.3 Hostitelsky rozsah patogenu

O. neolycopersici je obligatni biotrofni patogen, ktery napada ptiblizn¢ 60 druht
rostlin a to zejména zastupce Celedi Solanaceae a Cucurbitaceae. V roce 1988 zjistil
Fletcher et al. ze O. neolycopersici napadl vSechny testované druhy rajéat a k tomu jesté
tabdk, lilek a brambory. Vyzkumem hostitelské skaly patogenu se zabyval ve vétSim
rozsahu Whipps et al. (1998), ktery testoval pfedev§im hospodarsky vyznamné hostitele
a zjistil, Ze pro O. neolycopersici existuje Siroka Skala alternativnich hostitelti z tfinacti
Celedi. Nazory ohledné hostitelského rozsahu tohoto patogenu se velmi 1isi. Nékteré
vyzkumy zalozené na umélych inokulacich znaci, ze O. neolycopersici je polyfagni,
zatimco jiné vyzkumy na zakladé experimentl potvrzuji pouze né€kolik malo dalSich
hostiteli kromé& rajéete. Experimentalné bylo zjisténo, ze O. neolycopersici neni
schopen infikovat rostliny z ¢eledi brukvovitych Brassica oleracea var.botrytis, B.
oleracea var. capitata), Compositae (Asteraceae), Leguminoseae (Phaseolus lunatus,
Pisum sativum) a Poaceae (Zea mays, Triticum aestivum) (Corbaz, 1993; Arredondo et
al., 1996, Whipps et al.,1998).

Velmi zajimavé jsou vyzkumy realizované na rostlinach ¢eledi Solanaceae, které
prokazaly existenci Uplné rezistentnich genotypt Ancistus parviflorus, Atropa sp.,
Browalia sp., mnoho ¢lenti Capsicum spp., Hyoscyamus albus, H. niger, nékteré druhy
rodu Solanum (S. rostratum, S. labrum, S. macrocarpon...). Dale nasleduji stiedné
rezistentnimi genotypy Datura metaloides, Lycium sp., Physalis alkekengi, P. minima a
nékteré druhy Solanum (Fletcher et al., 1988; Arredondo et al. 1996).

2.2.4 Symptomy onemocnéni

Prvni projevy infekce se obvykle objevuji zacatkem Iléta, vyjimecné se mohou
objevit také koncem jara. U napadenych rostlin je moZzné pozorovat bilé puchyiky na
horni strang listd, které se Casto $ifi na stonky a fapiky listti (Obr. 5). U mladych list se
infekce zpravidla neprojevuje. Kolonie vzniklého padli maji zpocatku v priméru
3-10 mm a nakonec splyvaji v mycelium, které pokryva cely list. Infikované Casti
rostliny také Casto svétlaji, rostliny pfedCasné starnou a rostou pomaleji, coz je mozné
pozorovat zejména u sklenikovych plodin (Whipps et al., 1998; Mieslerova a Lebeda,
1999).
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Obr. 5: Pfiznaky infekce padli zpuisobené Oidium neolycopersici (Lebeda et al. 2015).

2.2.5 Infekéni cyklus Oidium neolycopersici

Kli¢eni konidii patogenu O. neolycopersici bylo pozorovano mezi 3-6. hodinou po
inokulaci (hpi) patogenu na listy rajéete (Lebeda et al., 2002; Mlic¢kova et al., 2004;).
Byla popséna loziska extraceluldrni matrix (ECM) lezici pod klicky a hyfami patogenu,
tj. okolo okraju apresoria v misté vniknuti do hostitele. Tato loZiska se nevyskytuji pod
nekli¢icimi sporami. ECM zaroven usnadiiuje adhezi patogenu k rostliné a poskytuje
prostiedi pro lokalizaci enzymu zapojenych do proniknuti patogenu do hostitele (Jones
et al., 2001). K uspésné adhesi na hostitele pomahaji také dimerni transmembranové
proteiny zvané integriny, které maji také rozpoznavaci funkci, Gcastni se organizace
cytoskeletu a intraceluldrni signalizace u mikrobidlnich a Zivo€isnych systéma. Mimo to
se integriny uplatiuji také u specifickych interakci patogennich hub a jejich hostiteld,
kde vyvolavaji kaskady signaliza¢nich reakci (Bendel a Hostetter, 1993; Corréa et al.,
1996).

Pti proniknuti patogenu do hostitele vznikne hladky otvor, coz v ptipadé
O. neolycopersici znamena, Ze patogen musi pii proniknuti vyvinout mechanickou silu.
Tohoto procesu se ucastni enzym kutinasa (EC 3.1.1.74), coz se projevi zvySenim
aktivity tohoto enzymu. Kli¢ovou roli pii vytvafeni tlaku nutného pro mechanickou silu
hraji apresoria O. neolycopersici, ktera vyviji turgorovy tlak okolo 3 MPA 11 hpi
(Pryce-Jones et al., 1999).

2.2.6 Ochrana rostlin pied patogenem v zemédélstvi

Pro ochranu ekonomicky vyznamnych zemédélskych plodin, které napada
O. neolycopersici se pouzivaji fungicidy obsahujici efektivni ptisady jako napf.
benomyl, bitertanol, bupiriméat, karbendazim, fenarimol, thiabendazol, triforin a dalsi
slouCeniny siry, které se ale svoji u€innosti mohou vyznamné liSit (Mieslerova

a Lebeda, 1999). Mezi nejznaméjsi fungicidy patii Quinoxyfen, ktery vyrazn€ inhibuje
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kli¢eni spor O. neolycopersici a tak napomaha piedchazet infekci zpisobené timto
patogenem (Jones et al., 2001).

Biologicka kontrola vii¢i tomuto patogenu se stale vyviji, je znamo nékolik druht
mykoparazitd, které jsou aktivni vaéi O. neolycopersici (napi. Ampelomyces quisqualis,
Sporothrix flocculosa, Stephanoascus rugulosus, druhy Tilletiopsis a Verticillium
lecanii). V praxi se vyuziva také moznosti kombinace téchto mykoparaziti s listovymi
postiiky obsahujicimi fosfaty a draselné soli napt. Sporothrix flocculosa, kdy dochazi

K potlaceni rustu patogent (Falk et al., 1995).

2.3 Mechanismy obranné reakce po infekci patogenem Oidium
neolycopersici

2.3.1 Intraspecificka variabilita patogenu

Vétsina komerénich odrid rajéat pouzitych pro studii rezistence je vuci patogenu
O. neolycopersici citliva (Lindhout et al., 1994; Mieslerova et al., 2000). Lebeda
a Mieslerova vroce 2002 detekovali variabilitu u ¢ty izolatd O. neolycopersici
pavodem z Anglie, Nizozemi, Némecka a Ceské republiky vigi 35 genotyptim rajéete
rodu Solanum, pficemz se na zakladé virulen¢niho spektra nejvice lisil anglicky izolat
tohoto patogenu. Pro studium byly pouzity molekuldrné genetické metody a AFLP
metoda (Amplified fragment length polymorphism) (Lebeda a Mieslerova, 2002; Bai et
al., 2005). Studie z roku 2007 potvrdila vysokou variabilitu O. neolycopersici na
zaklad¢ testovani deseti izolatl z riiznych zemi Evropy, Severni Ameriky a Japonska

(Bai et al., 2005; Jankovics et al., 2008).

2.3.2 Nehostitelska rezistence

Zpohledu rezistence rostlin na dany patogen lze rozli§it dvé formy tzv.
nehostitelskou (nehostitelsky organismus - nepatogenni interakce, zakladni
inkompatibilita) a hostitelskou rezistenci (interakce hostitel - patogen, zakladni
kompatibilita) (Heath, 2000).

Jako nehostitelska rezistence je oznaCovana odolnost rostlin vici uréitym
patogentim. Jednd se o pasivni mechanismus pfirozené rezistence, ktery je povazovan za
nejbeéznéjsi formu rezistence u rostlin vici patogenim (Heath, 2000). Rostlina v tomto
pfipad€ neni pro dany patogen hostitelem. V ptipad¢ nehostitelské rezistence rostlin

vaci potencialnim patogentim rozliSujeme dva typy rezistence. Typ 1, kdy nedochazi
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ke vzniku viditelnych symptomu, zatimco 2. typ se projevi rychlou hypersenzitivni
reakci vede i k lokalni buné¢né smrti (Mysore a Ryu, 2004). Obecné 1ze ovSem uvést, ze
nehostitelska rezistence neni dosud zcela prozkoumana a to zejména z hlediska genetiky
(Ridout et al., 2009). Pii studiu rezistence rostlin se vyuzivaji hlavné biochemické
cytologické a histochemické metody (Huang et al., 1998; Mieslerova et al., 2004).
Rezistence rostlin k O. neolycopersici neni primarn¢ spojena s inhibici kliceni spor,
ale souvisi se schopnosti kolonizace rostlinného pletiva patogenem, coz je Spojeno
S obrannymi odpovéd’mi rostlinnych bunék (Huang et al., 1998). Huang et al. v roce
2000 prokazal u Lactuca sativa pii stejném experimentu hypersenzitivni odpoveéd'.
Mieslerova et al. (2004) pozorovala, ze O. neolycopersici zastavi sviij vyvoj na L. sativa
a Pisum sativum po vytvofeni prvniho apresoria a haustoria a zaroven potvrdila
pozorovani, ze rezistence neni zaloZena na inhibici tvorby primarniho haustoria, ale na

post-haustorialni HR, tzn., nebyla nalezena tzv. pre-haustorialni rezistence.

2.3.3 Hostitelska rezistence

Hostitelska rezistence je aktivni mechanismus pfirozené rezistence. Rostlina se zde
stava hostitelem pro dany patogen, ale vyuzivd své pfirozené mechanismy
k navozeni rezistence (jedna se o rozpoznani patogena prostiednictvim dominantnich
R gentl i recesivnich gent rezistence) (Pavlova, 2006).

Obecn¢ jsou zndmé dva typy hostitelské rezistence a to druhové specificka
a druhové nespecificka rezistence. Rostlina je v ramci druhové specifické rezistence
schopnd rozpoznavat dany patogen pomoci R gend, které koduji receptory, jez
zachycuji specifické elicitory, které zde funguji jako ligandy. V tomto piipadé se
oznacuji jako tzv. Avr elicitory, které byvaji uvadény jako avirulentni faktory rostlinné
patogenese (Prochazka et al., 1998; Pavlova, 2006).

Vytvoreni komplexu elicitor-receptor (R protein) spousti kaskadu obrannych
mechanisml rostliny. R protein vznikd jako kone¢ny produkt genu R a rezistence
rostliny je dana dominantni alelou tohoto genu. Pro specifickou rezistenci rostliny je
velmi diilezitd kombinace dominantnich genti R a Avr, jejimz vysledkem je model ,,gen
for gen®, kdy pro kazdy rostlinny gen rezistence existuje odpovidajici gen v patogenu,
ktery je tak schopen zajistovat jeho virulenci (Bent, 1996). Infekce je podporovana
naopak recesivnimi alelami avr gentl, protoze rostlina neni schopna rozpoznat patogen
(Prochazka et al., 1998; Pavlova, 2006). R proteiny se vyskytuji v cytoplasmatické

membrané a V cytoplasmé rostlinné bunky. Kazdy genom rostliny obsahuje mnoho
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R gent lisicich se strukturou, které koduji riizné R proteiny, z nichz fada patii do tzv.
NBS-LRR skupiny proteini (Dixon et al., 2000). Produkty téchto rostlinnych gent maji
spolecné nékteré rysy, jako napt. vazebné misto nukleotidu a useky opakovani bohaté
na leucin (Xiao et al., 2001).

Druhové nespecificka rezistence ptisobi proti veskerym odriddm daného patogenu.
Rostlina v tomto pfipadé neni opatfena specifickymi receptory vacéi patogenu, ale
rezistence je vyvoldna urcitym mnoZstvim minoritnich gent, jejichz ucinek se néasobi
nebo scCitd. Elicitory patogenu zplisobujici patogenesi se oznacuji proto jako
nespecifické, miizou to byt napf. fragmenty houbovych bunék pfi infekci. Tento typ
rezistence je vyznamny z hlediska jejiho dlouhodobého uc¢inku, coz lze vyuzit napt. pii
Slechténi rostlin (Véchet et al., 2012).

U obou typt rezistence v pribchu transkripce genu pro patogenesi dochézi k zesileni
bunécné stény a nasledné se v misté¢ vniknuti patogenu tvoii reaktivni formy kysliku
ROS (reactive oxygen species), které hraji vyznamnou roli v mechanismu obranné
reakce vedouci k lokalni smrti napadenych bunék, coz je principem jednoho z hlavnich

obrannych mechanismd rostlin (Véchet et al., 2012).

2.3.4 Obranné reakce rostlin vaci Oidium neolycopersici

Jiz pfi kli¢eni a ristu houbového vldkna patogenu je mozné pozorovat rozdily
v piipad¢ infekce citlivych nebo rezistentnich druhii rostlin. Jednd se zejména o rozdily
v délce a pocétu vytvorenych kli¢nich vlaken na konidiich O. neolycopersici, kdy na
listech rezistentniho rajcete vykli¢i hyfy pozdéji nebo viibec a jejich rust je redukovany
(Meislerova et al., 2004). Jak ukazala studie z roku 2009 trichomy na povrchu listh
nékterych rajcat, jako je napt. S. pennellii, mohou produkovat vymésky, které¢ vykazuji
protihoubovou aktivitu vici O. neolycopersici: inhibuji klieni spor a tvorbu apresoria
a haustoria (Nonomura et al., 2009).

Velmi dilezitou roli v obranném mechanismu rostlin hraje epidermélni bunééna
reakce, ktera nastava pii interakci patogenu s hostitelskou rostlinou. Konkrétné se jedna
o tzv. hypersenzitivni reakci (HR)(Obr. 6) a tvorbu papily, které jsou svazané s vyvojem
haustoria a apresoria (Huang et al., 1998). U rezistentnich rostlin je tvar apresoria
jednoduchy na rozdil od citlivych rostlin, kdy po vniknuti patogenu se jejich tvar zménil

na lalokovity (Nonomura et al., 2010).
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W&
Obr. 6: Nekroticka hypersenzitivni reakce Solanum habrochaites po inokulaci Oidium
neolycopersici (pfevzato od Lebeda et al., 2013).

Hypersenzitivni reakci poprvé popsal Lindhout et al. vroce 1994 jako rychlou
nekrozu rostlinnych epidermalnich bunék spojenou s redukovanym ristem mycelia
a omezenim sporulace po infekci patogenem. Zaroven byla HR pozorovana u vSech
rezistentnich rostlin v rizném rozsahu (Mieslerova et al., 2004). Mezi dal$i obranné

mechanismy vuci O. neolycopersici patii tvorba papily (Obr. 7).

ni bundine siény

o2 Interference houby
R a uspofadani papily

Obr. 7: Tvorba a uspotfadani papily: NaruSend a nenaruSend papila se li§i slozenim pfi
formovani jejich nespecifické rezistence. Papily jsou vicevrstvé soucasti bunécné stény, které se
li81 svym slozenim bunécné stény a obsahem peroxidu vodiku (pfevzato z Hiickelhoven, 2014).
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Jedna se o extrahaustoridlni utvar, ktery se tvofi kolem haustoridlniho krc¢ku té€sné
pod povrchem stény hostitele. Dochazi ke zmohutnéni bunééné stény obsahujici fenoly,
kiemik, kalosu a jiné Casto i toxické latky. Touto strukturou se rostlina obvykle brani
pronikani hyfy houby do buiiky rostlinného pletiva. Jedna se o obranny mechanismus
typicky napt. pro interakci obilovin s O. neolycopersici. Tento mechanismus byl
detekovan také u L. pennellii a P. sativum. U zastupct rodu Solanum spp. neni tato
forma obranného mechanismu p¥ili§ ¢asta (Huang et al., 1998).

Vniknuti patogenu do rostliny je doprovazeno ukladanim polysacharidu kalosy
V bunéénych sténdch nebo okolo haustoria v misté napadeni rostliny, kde tvoii fyzickou
bariéru zabranujici pronikani a vyvoji O. neolycopersici. Bylo zaznamenano, ze kalosa
se také miize ukladat v bunkach mezofylu. Akumulace kalosy je fizena dominantnimi
rezistenénimi (Ol-geny u Solanum spp.), které jsou zaroven spojené s produkci peroxidu
vodiku a aktivaci HR (Li et al., 2007; Cohen et al., 1990). Na zaklad¢ detailni genetické
studie bylo u rajcete popsano pét dominantnich gent (OIl-1, OI-3, Ol-4, OI-5 a OI-6)
a jeden recesivni gen 0l-2, které hraji roli v rezistenci vici patogenu (Bai et al. 2005).

Dalsi obranny mechanismus spo¢iva v intenzivni lignifikaci bunééné stény, zejména
v mistech proniknuti patogenu, vedouci ke zvyseni pasivni rezistence rostliny (Cohen et

al., 1990).

2.3.5 Uloha reaktivni forem kysliku v obrannych mechanismech rostlin v reakci
na patogeny

V disledku interakce rostliny s patogenem muze dochazet ke vzniku oxidac¢niho
stresu, tzn. zvysi se produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), jako je naptiklad
superoxidovy radikal O,", hydroxylovy radikal OH', peroxid vodiku a singletovy kyslik
'0,. Zvy3ena hladina ROS inhibuje riist houbového patogenu, ale také hraje vyznamnou
roli pfi HR, primarnim a sekundarnim metabolismu, vyvoji, senescenci a reakci na
stresové faktory ¢i expresi ruznych genii. ROS funguji jako signalni molekuly v expresi
genu a procesu programované bunééné smrti (Neill et al., 2002). Pii velkém nadbytku
mohou tyto ¢astice plsobit toxicky na proteiny, lipidy a nukleové kyseliny, coz miize
mit pro bunku fatdlni nasledky. Proto je nutné udrZovat rovnovdhu mezi produkci

a odbouravanim ROS (Levine et al., 1996).
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2.3.5.1 Produkce ROS

Na produkci ROS se podili fada enzymt lokalizovanych v peroxisomech, apoplastu,
cytoplasmatické membrané ROS vznikaji jako produkty redukce kysliku pfi transportu
elektronu v mitochondriich nebo v chloroplastech (Obr. 8) (Foyer a Noctor, 2009).
Enzymy, jako napt. NADPH oxidasa v cytoplasmatické membranég, superoxiddismutasa
(SOD), apoplasticka peroxidasa (EC 1.11.1.7) v bunétné stén¢ a aminoxidasa (EC
1.4.3.4) v apoplastu, katalyzuji tvorbu ROS, které nasledné¢ mohou spustit kaskady
signalnich reakci vedouci ke specifické bunééné odpovédi (Bailey-Serres a Mittler,
2006).

Nejstabilngjsi a zarovenl nejméné reaktivni Castici z ROS je peroxid vodiku, ktery
vznikd napf. dismutaci superoxidového aniontu pomoci SOD nebo ¢innosti ostatnich
enzymi. Peroxid vodiku je dulezitou signdlni molekulou, ktera je schopna snadno
prechazet pies plasmatickou membranu (Quan et al., 2008). Uastni se predevsim
regulace reakci spusténych pii biotickém a abiotickém stresu a ve vysokych

koncentracich také aktivace bunééné smrti (Dat et al., 2000).
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Fentonova reakce

ETC SOD
0,—> 0°; —>H,0, —>OH°

N )/

Askorbat
Glutathion
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Obr. 8.: Produkce a zachycovani ROS v rostlinné buiice: SOD = superoxiddismutasa;
Fentonova reakce = rozklad peroxidu vodiku na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal
Vv pfitomnosti zeleza; ETC = elektronovy transportni fetézec (pievzato z Jajic et al., 2015).
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ROS mohou vznikat také neenzymatickou cestou a to diky nizké reaktivité
molekularniho kysliku, jehoz molekula je paramagnetickd (obsahuje dva neparové
elektrony s paralelnim spinem) (Blokhina et al., 2003). Absorpci energie ve formé
zaieni v oblasti viditelného svétla pomoci pigmentii fotosyntetického reakcniho centra I,
dochazi k obraceni jednoho spinu v molekule kysliku a tim 1 k jeho aktivaci a vznika
mnohem reaktivnéjsi singletovy kyslik (Scandalios, 1990).

Dals$im aktivatnim mechanismem je jednoelektronova redukce kysliku, kdy dochézi

postupné ke vzniku superoxidu, peroxidu vodiku, hydroxylového radikalu

a vody (Obr. 9) (Vranova et al., 2002).
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Obr. 9: Redukce molekularniho kysliku na vodu pomoci jednoelektronové redukce (pievzato
Z Vranova et al., 2002).

2.3.5.2 Odbouravani ROS

Mezi enzymy, které se naopak ucCastni odbouravani nadbytku ROS, patii
superoxiddismutasa (SOD), katalyzujici dismutaci O, , kdy vznikne kyslik a peroxid
vodiku, a askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11), ktera se ucastni nasledné premeny
peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Obr. 10) (Tang et al., 2006). Dle Reillyho et al.
(2004) byly objeveny u aerobnich organismi tfi typy SOD, které se lisi svym
kofaktorem: MnSOD, Cu/ZnSOD, FeSOD.

Z cytosolu, peroxisomi, chloroplastii (ve stromatu a tylakoidech) a mitochondrii
byly izolovany isoformy APX, kdy kazd4 z nich ma specifickou antioxida¢ni roli a
reaguje na odlisné podnéty v disledku stresovych faktorG. Nejveétsi vyznam ma

cytosolicka APX, protoZe jako prvni ziskava signaly po vystaveni rostliny stresu. Proto
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byla také studovana z hlediska molekularni biologie a genetiky, kdy se poprvé podatilo
ziskat kompletni genetickou informaci APX zrajCete a hrasku (Mittler a Zilinskas,
1992).

Vedle SOD a APX vykazuje antioxida¢ni aktivitu katalasa (CAT, EC 1.11.1.6 ), coz
je tetramerni enzym tvofeny Ctyfmi podjednotkami hemu. Katalasa je lokalizovana
v peroxisomech, kde se podili na degradaci peroxidu vodiku, ¢imz zaroven chrani
bunky rostlin pfed jeho toxickym efektem (Obr. 9, Tab.1) (Levine et al., 1996; Lebeda
etal., 2001).

Tab. 1. Subcelularni a organova lokalizace antioxida¢nich enzymu (pfevzato z Mittler, 2002)

Antioxida¢ni enzym ZKkratka Subcelularni a orgianova lokalizace
cytosol, stroma a membrana plastidd,
mitochondrie, peroxisomy, apoplast, kofenové

Askorbatperoxidasa APX hlizky

Katalasa CAT peroxisomy

Dehydroaskorbatreduktasa DHAR cytosol, stroma plastidi, kofenové hlizky
cytosol, mitochondrie, stroma plastidt, kofenové

Glutathionreduktasa GR hlizky

Monodehydroaskorbatreduktasa MDHAR  stroma plastidi, kotenové hlizky
Cu/ZnSOD cytosol, peroxisomy, plastidy, kofenové hlizky
MnSOD  mitochondrie

Superoxiddismutasa FeSOD plastidy

Neenzymové antioxida¢ni mechanismy piedstavuji askorbat, B-karoten, redukovany
glutathion (GSH), flavonoidy, alkaloidy, a-tokoferol ¢i fenolické slouc¢eniny (Obr. 10,
Tab. 2) (Piterkova et al, 2005). Pro kontrolu hladin ROS vyuzivaji rostliny tzv. Foyer-
Halliwell-Asadiv cyklus, ve kterém dochdzi k odstranéni ROS v bunéénych
kompartmentech, kde neni pfitomna katalasa. Hlavnimi slozkami v tomto systému jsou
redoxni pary askorbat (AsA)/dehydroaskorbat (DHA) a glutathion/glutathiondisulfid
(GSSG) (Foyer a Noctor, 2009; Grop et al., 2013).

Tab. 2: Subcelularni lokalizace neenzymatickych antioxidantii (pfevzato z Mittler, 2002):

Antioxidant Subcelularni lokalizace

Askorbat (vitamin C) apoplast, cytosol, plastid, mitochondrie, peroxisom
B-Karoten plastid

Redukovany glutathion cytosol, apoplast, mitochondrie, plastid, peroxisom
Polyaminy (putrescin) cytosol, mitochondrie, jadro, plastid

a-Tokoferol (vitamin E) bunécné membrany

Zeaxanthin chloroplast
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Obr. 10: Enzymaticky a neenzymaticky antioxidac¢ni systém u rostlin: Za ucasti SOD dochazi
k pteméné O, na O, a H,0,. Peroxid vodiku mtze byt dale degradovan pomoci CAT, APX,
nebo byt vyuzity pii oxidaci askorbatu (AsA). V plastidech dochazi k redukci
monodehydroaskorbatu (MDHA), jez spontanné dismutuje na dehydroaskorbat (DHA) za
situace, kdy MDHA neni redukovan na askorbat monodehydroaskorbatreduktasou. Dale
dochazi kreakci sredukovanym glutathionem (GSH) za tvorby askorbatu a oxidovaného
glutathionu (GSSG). Pii regeneraci se oxidované formy pireménuji zpét na redukovanou.
Poskozeni hydroxylovymi ionty a dalsimi ROS je sniZzeno vitaminem E a karotenoidy. (pfevzato
a upraveno z Halliwell, 2006).

2.3.6 Uloha reaktivni forem kysliku v obrannych mechanismech Solanum spp.
v reakci na Oidium neolycopersici

Vyznamnou roli ROS v obrannych mechanismech rostlin potvrzuje experiment
realizovany na modelovém systému tii genotypd (S. lycopersicum cv. Amateur,
S. chmielewskii a S. habrochaites) lisicich se rezistenci k patogenu O. neolycopersici,
kdy byla prokazana po infekci patogenem zvySena produkce ROS v zavislosti na
rezistenci daného genotypu (Obr. 11). Intenzivni produkce H,O, byla detekovana
u rezistentniho S. habrochaites a stiedné rezistentniho S. chmielewskii, naopak produkce
H,0; byla minimalni u citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur (Mlickova et
al., 2004; Tomankova et al. 2006).

21



&0

L exculentum L. chmielewskii L. hirsutum

:ﬁ, Cv. Amateur (LA 2663) f. glabrafumilA 2128)
£ 400 4 *
7 re
= L
£ 200 ..*-1'_\._‘ :
] -
B ﬁ x | FEEY E’I s E
= !dr——';fﬂ:‘ 1,8 ©
- t
u T l':'l";l'u"lr+ LI B B | T 1 T 1 |"lr'|_.'l.'l| T 1 T T T 1 T l':'l_l'.'lu"'l_
o B 16 24 48 120 0O B 16 24 48 1200 O B 16 24 48 120
Time (hpi)

Obr. 11: Rast koncentrace peroxidu vodiku po inokulaci patogenem O. neolycopersici u tii
genotypu Solanum spp. (ptevzato z Tomankova et al., 2006).

Zvyseni koncentrace H,O, 8 hpi je spojeno se signalni transdukci, ktera vede az
K omezeni vyvoje patogenu (Mieslerova et al., 2004). U citlivého genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur byla zjisténa vyssi produkce superoxidovych radikala
(Mieslerova et al., 2004). V ptipad¢ rezistentnich genotyptd intenzivni produkce H,0;
korelovala s aktivitou cytosolické guajakolovéperoxidasy, syringaldazinperoxidasy
a askorbatperoxidasy. Aktivita CAT se zvySovala ve dvou fazich u vSech tfi genotypi
Solanum spp., avSak u kazdého druhu rostla aktivita v jiné fazi rtznou rychlosti.
Zvysena katalasova aktivita byla pozorovana zejména u sttedné rezistentniho genotypu
S. chmielewskii. Byla detekovana korelace mezi intenzitou aktivity peroxidas, intenzivni
produkci H,O; a prvnimi projevy nekrozy (Mlickova et al., 2004). Intenzivni HR byla
zaznamenana 48 hpi v obou rezistentnich genotypech. Rozsah aktivované HR je spojen
s intenzitou produkce ROS. Jeden z prvnich projevii HR je zvyseni lipidické peroxidace
(Mlickova et al., 2004).

Vedle zapojeni ROS v HR zvySena produkce peroxidu vodiku u rezistentnich
genotypu souvisi I Sjejich ulohou v procesu zesitovani glykoproteinti bohatych na
hydroxyprolin a proteinti bohatych na prolin v ramci bunétné stény rostlin, coz
pfedstavuje tvorbu strukturni bariéry vii¢i patogenu a vytvafeni antimikrobidlniho
prostiedi (Bestwick et al., 1995).

U studovanych genotypti Solanum spp. byla detekovana vyssi produkce latek
fenolové povahy (Obr. 12) a zvySena aktivita antioxidac¢nich enzymut opét v zavislosti
na rezistentnich vlastnostech jednotlivych genotypt (Tomankova et al., 2006). Zvysena
hladina volnych fenoll byla experimentalné zjiSténa u vSech tfi genotypi, zajimavé je,
7e nejvyssi hladina byla detekovana u citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur

(Rice-Evans et al., 1995). U dalsich dvou genotypt byla naopak detekovana zvySena
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hladina syringaldazinperoxidasy (SPOX), ktera se ucastni syntézy fenolového polymeru
ligninu (Kuzniak et al., 1999).

2000
L esculentum . L. chmielewskii L. hirsutum
= cv. Amateur s LA 2663) f. glabratum{L.A 2128)
= 150 4
: T ?
= 1000 - - a
- - ¥
g /i /- i
= Sy : i/ L ; L] ./ .i - é_ ;
L h) - |
R = . BEFeTHE 2 &
& FEECEEE & B 144%4 = g & ~
0 r—rrvrr ¥+ ¥ r—1+vrvrrrv ¥ ~ §r"rrrvrvvrvv I+ 8+
0 8 16 24 48 120 O 8 16 24 48 120 O 8 16 24 J48 {20

Time (hpi)

Obr. 12: Rust koncentrace volnych fenolid po inokulaci patogenem O. neolycopersici u tii
genotypu Solanum spp. (pfevzato z Tomankova et al., 2006).

2.3.7 Uloha reaktivnich forem dusiku v obrannych mechanismech rostlin v reakci
na patogeny

Vedle studia tlohy ROS v mechanismu fyziologickych i obrannych reakci rostlin
vV odpovédi na bioticky 1 abioticky stres se vyzkum dale zaméfil na studium role
reaktivnich forem dusiku (RNS, reactive nitrogen species), pfipadné na vzajemnou
kooperaci pfi ptisobeni ROS a RNS. Mezi RNS patii oxid dusnaty (NO), nitrosylovy
radikal (NO™), nitroxidovy radikal (NO*), peroxynitrit (ONOQ") a vyssi oxidy jako jsou
NO; a NyOs. Tyto latky se ucastni jak lokalnich, tak systémovych obrannych
a signalizacnich reakci Casto jako signalni molekuly. Byla prokazéana jejich vyznamna
role v regulaci uzavirani praduchi a obrané vici patogenim (Gaupels et al., 2011).
Mimo jiné se také ucastni procesu kliceni semen, rastu pylovych lacek, lignifikace
bunécné stény, kofenové organogenese, kveteni, zrani plodl a stdrnuti. Intenzivné je
studovana iloha RNS v ramci reakce rostlin na bioticky a abioticky stres a jejich role
jako induktoru nebo supresoru programované bunéc¢né smrti (Gaupels et al., 2011, Yu et

al., 2014).

2.3.7.1 Produkce NO a RNS

Produkce hlavni formy RNS oxidu dusnatého NO zavisi na induktoru ¢i inhibitoru
stresové tolerance, rostlinném druhu a provedeni experimentu (Arasimowicz-Jelonek et
al., 2011). Obecn¢ plati, ze endogenni NO nemusi byt vzdy zahrnuty ve stresové
toleranci, naopak exogenni NO zvysuje stresovou toleranci vici abiotickym faktortim,

coz doprovazi snizeni hladiny H,O, a MDA (Li et.al., 2008). Poprvé byla produkce NO
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pozorovana roku 1975 Klepperem et al., pfi oSetfeni izolatd s6ji herbicidy,
chemikaliemi a za anaerobnich podminek ve tmé¢.

U rostlin bylo popsano celkem sedm enzymovych zdroji NO, které jsou zavislé na
oxidaci ¢i redukci. Za fyziologickych podminek se podili na vzniku NO redukéni
enzymové déje za katalyzy cytosolické nitratreduktasy (cNR, EC 1.7.99.4, koenzym
NADPH), jejimz ukolem je pfeména dusicnanu na dusitan, ktery muize byt dale
redukovan az na NO a to predevsim pfi vyvojovych procesech rostliny (Dean a Harper,
1988). Dalsi zdroje NO jsou uvedeny na Obr. 13 a 14.

K oxida¢nim enzymovym dé&um podporujici produkci RNS patii NO synthasa
(NOS, EC 1.14.13.39) a hydroxylaminem fizena produkce RNS (Gupta et.al., 2011). Pti
vyvoji rostliny a obranné reakci na abioticky stres a pusobeni elicitora ma velky
vyznam pro rostliny arginin-dependentni tvorba NO, kdy dochazi ke katalyze premény
L- argininu na citrullin. Rostliny disponuji enzymy podobnymi sav¢éi NOS (Corpas et
al., 2006). Také zvySena koncentrace polyamind, sperminu a spermidinu podporuje
produkci RNS. Hydroxylaminem-fizena produkce RNS neni zcela piesné lokalizovana,
ale je zahrnuta v regulaci hladin ROS (Yu et al., 2014).
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Obr. 13: Enzymové zdroje produkce NO: Nitratreduktasa (NR), lokalizovana v cytosolu,
primarné katalyzuje redukci dusi¢nanu na dusitan, nicmén¢ tento enzym mize také katalyzovat
redukci dusi¢nanu na NO (Yamamoto-Katou et al., 2006). Aktivita membranoveé (PM) — vazané
NO reduktasy (NiNOR) byla stanovena u kofent (Stohr et al., 2001). Tento enzym produkuje
NO a ma dilezitou roli ve vnimani pfitomnosti dusi¢nanu (Meyer a Stohr, 2002). NO muze byt
také produkovan redukci dusitanu ve vnitini mitochondrialni membrané, pravdépodobné
pomoci cytochrom ¢ oxidasy anebo reduktasy (Planchet etal., 2005). Enzym
xanthinoxidoreduktasa (XOR, EC 1.17.3.2 ) muze také redukovat dusitan na NO za ucasti
NADH ¢i xanthinu jako redukujiciho substratu ( prevzato z Godber et al., 2000).

24



Reduktivni draha Oxidativni draha

Mitochondridlni elektron Hydroxylamin

-transportni systém / RNOH

NO; NO,
S Nitratreduktas £
Kﬁ citrullin
NO,’ * N Arginin

= l
s

Obr. 14: Dva hlavni zptsoby tvorby NO u rostlin: Elektron nutny k redukci dusitanu na NO je
poskytnuty mitochondridlnim elektron-transportnim systémem pomoci NADPH za katalyzy
nitratreduktasy nebo v kyselém redukénim prostiedi. NO muze byt také tvofeny oxidativni

cestou, kdy hlavnimi substraty jsou aginin, hydroxylamin a polyaminy (pfevzato z Moreau et
al., 2010).

Neenzymaticka cesta

(kyselé pH, redukéni podminky)
Polyaminy

2.3.7.2 Odbouravani NO a RNS

Molekula NO miZze byt zbuiky eliminovana prostfednictvim t#i hlavnich
mechanismu. Prvni z nich zajistuje reakci NO s ROS za vzniku peroxynitritu, ktery je
poté dale preménovan. Druhym zplsobem je oxidace NO az na dusi¢nan
prostiednictvim interakce s tzv. nesymbiotickymi hemoglobiny. Poslednim nejcastéjsim
zpusobem je reakce s proteiny ¢i peptidy s navazanou thiolovou (SH-) skupinou za
vzniku S-nitrosothiolt (Obr. 15) (Perazzoli et al., 2006).
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Obr. 15: Piehled produkénich a degrada¢nich mechanismi NO u rostlin: A:(1)Dusitanové
zavisla produkce NO zahrnuje neenzymové a enzymové drahy vcetné Cinnosti nitratreduktasy
(NR), nitritreduktasy (NiNOR, EC 1.7.2.1), mitochondrialniho elektron-transportniho fetézce
a xanthinoxidoreduktasy (XOR). (2) L-arginin-zavisla produkce NO zahrnuje NOS-podobny
enzym a hydroxylaminovou (HA) a polyaminovou drahu (PAs). B: Slozky NO degradacniho
mechanismu: (3) Reakce NO s kyslikem vede ke spontanni produkci dusitanu a dusi¢nanu,
(4) NO mulze reagovat s nesymbiotickymi hemoglobiny (nsHbs) za vzniku dusi¢nanu.
(5) Alternativné muze NO reagovat sredukovanym glutathionem (GSH) za vzniku
S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktery miize byt obratem pfeménény na oxidovany glutathion
(GSSG) a amoniak ¢innosti GSNO reduktdzy (GSNOR). (6) NO muze také reagovat s O, za
vzniku peroxynitritu (ONOQ"). (7) Ovlivnénim produkce ROS, NO-asociovany protein 1
(NOA1) dochazi k neptimému zvyseni hladin NO u rostlin (pfevzato z Freschi et al., 2013).

2.3.8 Regulace homeostazy NO

Hladina GSNO je kontrolovana pomoci enzymu S-nitroglutathionreduktasy
(GSNOR, EC 1.2.1.46), ktery patii do tfidy III skupiny alkoholdehydrogenas (ADH3).
GSNOR katalyzuje pfeménu GSNO na glutathiondisulfid (GSSG) a hydroxylamin (HA)
v pfitomnosti GSH a NADH. Jedna se o klicovy enzym, podilejici se na udrzovani
homeostazy NO. Jeho aktivita mize vyznamné ovlivnit rist rostliny a schopnost
reagovat na stresové faktory biotického i abiotického charakteru (Liu et al., 2001;
Sakamoto et al., 2003).

GSNOR je dimerni enzym — sklada se ze dvou 40 kDa podjednotek obsahujicich
zinecnaté ionty (Obr. 16). Jeden zine¢naty ion ma pouze strukturni funkci, zatimco
druhy funguje jako Lewisova kyselina, aktivuje alkoholy a jiné substraty pii katalyze
(Sanghani et al., 2002). GSNOR je lokalizovany zejména v cytosolu, ale jeho

ptitomnost byla prokazana i v jadfe nebo v mitochondriich (Reumann et al., 2007).
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Obr. 16: Struktura GSNOR ze Solanum lycopersicum: A — Struktura v pfitomnosti NAD".
Katalytickd doména a koenzymova-vazebna doména jsou vyznacené cerné¢ a svétle hnéde.
NAD" koenzym je vyznaden zluté, Zn** zelend. B — Koordinace Zn®* ve struktuie apoenzymu.
C — binarni komplex s NAD'. Aktivni misto — voda — je vyznaena &ervené (pfevzato
z Kubienova et al., 2013).

Homeostazu NO fidi déle rostlinné hemoglobiny, které mohou byt rozdéleny do tfi
ttid. Hemoglobiny 1. tfidy maji vysokou afinitu ke kysliku a funguji jako jeho pienasece
(Smagghe et al.,, 2009). Hemoglobiny odvozené¢ zII. tiidy (tzv. symbiotické
hemoglobiny) jsou asto ve spojeni s bakteriemi fixujicimi dusik v kofenovém systému
rostlin a maji zaroveil nizkou afinitu ke kysliku. ProtoZe zasobuji rostlinna pletiva
kyslikem, tak se vyskytuji ve vysokych koncentracich, které byly studovany napf.
v podminkach hypoxie (Hebelstrup et al., 2012). Nesymbiotické hemoglobiny II. tiidy
se vyskytuji v nizkych koncentracich (nsHbs). Pti nadprodukei téchto hemoglobint
dochdzi zaroven k odstranéni NO a RNS. Tento efekt byl prokdzany i opacné
u nestresovanych izolat Arabidopsis thaliana se snizenou expresi gentt kodujicich
nsHbs doslo ke zvySeni hladiny NO. III tfidu tvofi zkracené hemoglobiny s velmi
nizkou afinitou ke kysliku a dosud nejasnou funkci (Mur et al., 2012).

V A. thaliana peroxyredoxin Il E (PrxII E) ovlivituje NO homeostazu redukci
ONOO" na NO; (Sakamoto et al., 2003; Grop et al., 2013). Enzym je poté reaktivovan
thioredoxinem (Obr. 17) (Grop et al., 2013).
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Obr.17: Enzymova regulace homeostazy NO pomoci GSNOR (1), hemoglobinu (2) a
peroxiredoxinu IT (PrxII) (ptevzato z Grof et al., 2013).

2.3.9 Interakce mezi NO a ROS

Vzijemné reakce ROS a RNS ovliviuji jejich koncentraci, vznik novych sloucenin
a jejich uc¢inek (Obr. 18). Jednou z nejvyznamnéjsich radikalovych reakcei je spojeni NO
s O, za vzniku ONOO™ a ONOOH, které spole¢né tvoii peroxonitrat rozkladajici se na
NO,", 0,10, a NO (Khan et al., 2000; Hill et al., 2010, ). NO mize také reagovat s O,
za vzniku NO,, ktery se dale oxiduje na N,O3 (Liu et al.,1998). Castice NO, NO", NO*
a N20O3 zpasobuji nitrosaci nukleofilnich zbytkd proteini a NO; a ONOO™ se ucastni
nitrace a oxidace proteint (Hill et al., 2010). Krom¢ bilkovin mohou byt nitrované také
mastné kyseliny, aminokyseliny a nukleotidy (Arasimowicz-Jelonek a Floryszak-
Wieczorek, 2011). Jako piiklad lze uvést 8-nitro-cGMP, ktery reguluje uzavirani
priducht pies den, zatimco cGMP reguluje uzavirani praducht v noci (Joudoi et al.,
2013).

NO zaroven zpétné reguluje hladiny ROS inhibici NADPH oxidasy. Bylo zjisténo, ze
bioaktivita NO zavisi na jeho koncentraci. Pfi nizkych koncentracich mize NO
stimulovat antioxidacni systém, vysoké koncentrace mohou naopak buiiku poSkodit
nebo i usmrtit. (Thomas et al., 2008).

RNS se mohou také tucastnit reakci s antioxida¢nim systémem, kdy nejprve
redukovany askorbat (DHA) reaguje s NO*, N,Oz a S-nitrosothioly za vzniku NO
a AsA, ktery se ihned pfeméni znovu na DHA. DHA piejde na radikal, ktery se poté
spoji s NO a vznikne O-nitrosoaskorbat. Ten se nakonec rozlozi na askorbat a NO;'.
Askorbat také zachycuje ONOO', ktery se pfeménuje na NO, nebo NOjs'(Scorza et al.,
1997).
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Mezi dalsi latky zachycujici ONOO, NO a ROS patii y—tokoferol (vitamin E),
karotenoidy a flavonoidy — ebselen, epikatechin a quercitin (Haenen et al., 1997).
S-nitrosylaci vznikd z GSH S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery vystupuje jako

zasobarna a endogenni donor NO (Broniowska et al., 2013).
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Obr.18: Kiizové reakce mezi RNS a ROS v rostlinnych bunikaich: AtRBOHD = NADPH
oxidasa; GSNO = S-nitrosoglutathion; GSNOR1, = S-nitrosoglutathionreduktasa 1; GSS =
glutathiondisulfid; NR = nitratreduktasa; SOD = superoxiddismutasa; Hbs = Hemoglobin; PAs
= polyaminy; CAT = katalasa (pievzato z Wang, 2013).

2.3.10 Produkce reaktivnich forem dusiku v obrannych mechanismech Solanum

spp. Vv reakci na Oidium neolycopersici

V prubéhu patogeneze bylo pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie
a specialnich fluorescen¢nich sond prokazano u tii zvolenych genotypi Solanum spp.,
lisicich se rezistenci na patogen O. neolycopersici, zvyseni produkce RNS. Jiz 4-8 hodin
po inokulaci (hpi) byla detekovana u rostlin zvySena produkce NO
a aktivita NOS. 48-72 hpi, kdy se mycelium zac¢ind vétvit, bylo zaznamenano druhé
zvyseni produkce NO a to pfedevSim u rezistentniho a stfedné rezistentniho genotypu

(Piterkova et al., 2009).

2.4 Obecna charakterizace elicitoru

2.4.1 Elicitory
Elicitory jsou slouceniny pochazejici z velmi riznorodych zdroja, které se uplatiuji pii

spusténi obrannych reakci rostlin, které mohou vést ke stimulaci rostlinné imunity. Pod
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pojmem elicitor se v biologii rozumi sloucenina, ktera je schopna stimulovat tvorbu
(biosyntézu) jiné slouceniny uvnitf bunécného (rostlinného) organismu. Dfive byl
termin elicitor obecné pouzivany pro oznaceni slouceniny, ktera byla schopna vyvolat
biosyntézu fytoalexini, ovSem dnes se timto nazvem oznacuji slouCeniny aktivujici
rizné typy rostlinné obrany (Hahn, 1996). Elicitory se tcastni napt. aktivace biosyntézy
rostlinnych sekundarnich metabolitt, jako jsou fytoalexiny, pigmenty, flavony a dalsi
slouceniny potiebné pro obranné reakce (Zhao et al., 2005; Sreedhar et al., 2009).
Elicitory mohou vyvolavat obrannou reakci i v malé koncentraci, ¢imz se 1isi od toxind,
které pusobi az pii vysSich koncentracich (Meenakshi a Baldev, 2013). Zvysena
produkce sekundarnich metabolitt prostiednictvim elicitorti je jednim z d&ju, ktery
ziskal uplatnéni také v komer¢nich biotechnologickych aplikacich pro produkci
terapeutik nebo biologicky aktivnich latek (Savitha et.al., 2005). Tyto monomerni,
oligomerni ¢i polymerni latky (elicitory) se uvolnuji napt. pii kontaktu rostliny
s patogenem (Obr. 19) a jsou rozpoznany pomoci receptort rostliny, ktera vystupuje
jako hostitel (Prochazka et al., 1998, Véchet, 2012).

Patogen
Faktory patogenity
hydrolytické enzymy
toxiny
supresory

cell wall

Produkt metabolismu
napf. fytoalexin

Produkty obrannych geni

PR -proteiny, napf. chitinasa
Proteiny bunééné stény
Enzymy pro biosyntézu
hostitel napf. PAL, CHS, OMT

Obr. 19: Model odpovédi rostliny na patogen: Po rozpoznani elicitori patogena receptorem
hostitelské rostliny dochazi za ucasti sekundarnich pienase¢u k aktivaci fady obrannych gent,
jejichz produkty brani infekci (pfevzato z Collinge et al., 1993).

2.4.2 Klasifikace elicitoru

Elicitory Ize obecné klasifikovat z riznych hledisek (Hahn, 1996): 1) endogenni
a exogenni (primarni a sekundarni), 2) specifické a obecné (nespecifické), 3) biotické
a abiotické (fyzikalni a chemické) a 4) bilkovinné a nebilkovinné povahy.

Exogenni elicitory jsou metabolity vyluCované patogeny. Jednd se napf.
o oligosacharidy, proteiny nebo peptidy, které interaguji s receptory hostitelské rostliny

(Alberscheim et.al., 1977; Prochazka, 1998). Naopak endogenni elicitory jsou
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slouceniny, které uvolni rostlina az po napadeni patogenem, napi. oligoglukany,
glykoproteiny, oligogalaktouronany atd., vznikajici pfi naruseni rostlinné bunécné stény
(Prochazka, 1988; Hahn, 1996;).

Na zéklad¢ schopnosti interagovat s hostitelskou buiikou délime elicitory na obecné
(nespecifické) a specifické (Obr. 20). Mezi nespecifické elicitory patii takové latky,
které l1ze prokazat u rtiznych patogenid (mastné kyseliny, steroly, polysacharidy...) nebo
vznikaji napf. pii destrukci bunécné stény po napadeni rostliny patogenem. Mezi
nespecifické (obecné) elicitory patii slouCeniny spojené s patogenem (PAMPs —
Pathogen Associated Molecular Patterns), s poskozenim (DAMPs — Damage Associated
Molecular Patterns), s mikroby (MAMPs — Microbe Associated Molecular Patterns) a
abiotické elicitory (Henry et al., 2012). Specifické elicitory jsou charakteristické pro
uréity patogen, jednd se o produkty Avr genu, které rozpoznaji pouze receptory

hostitelskych rostlin (Hahn et.al., 1996).

A. Obecné elicitory B. Specifické elicitory

Nepatogeny Hmyz, herbivori - -
¥ /

Plant

l ~

/ L — ,-'/- J
? 1 Receptor
e O t
‘ Receptor
C Bunécna signalizace C Bunécna signalizace Bundtné signalizace
Imunitni reakce Imunitni reakce C Imunitni reakce

Imunita vyvolana PAMPs (PTI) Efektorové vyvoland imunita (ETI)

Primarni vrozend imunita (bazalni rezistence) Sekundarni vrozena imunita

Obr. 20: Klasifikace elicitorti: A: Obecné (nespecifické) elicitory se neli§i vyznamné ve svém
pusobeni na rostlinné kultivary v ramci rostlinnych druhti a jsou zahrnuté v primarni vrozené
imunit€. Zahrnuji slouceniny spojené s ptisobenim mikrobti (MAMPs), patogeni (PAMPs)
spojené s poskozenim rostliny (DAMPs) patogeny, hmyzem nebo herbivornimi organizmy.
B: Specifické elicitory (efektory) jsou tvofené patogeny (disponujicimi Avr geny) interagujicimi
pouze s rostlinnymi kultivary nesoucimi korespondujici gen rezistence. Po intracelularnim
receptoroveé-fizeném vnimani vedou efektory k sekundarni vrozené imunité. (ptevzato z Henry
et al., 2012).
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Abiotické elicitory jsou latky, které nemaji biologicky ptivod. D¢li se na fyzikalni
faktory (UV =zafeni, teplota (chlad/vysoka teplota, zmény pH, zmény osmotického
potencialu, mechanicka poranéni) a na chemické elicitory (soli t€zkych kovu - chlorid
rtutnaty, chlorid kademnaty, atd., latky s vysokou afinitou k DNA, detergenty,
fungicidy, herbicidy). Napi. v kofenech Brugmansia candida vlivem AgNO; a CdCly,
Vv ramci obrannych reakci dochazi k nadmérné produkci alkaloidti skopolaminu a
hyoscyaminu (Stintzi et.al.,2001). V bunkach Taxus spp. ptispély kovy vzacnych zemin
véetn¢ lanthanu k mnohonasobnému zvySeni vytézku alkaloidu taxolu (Wu et.al.,
2001). Kromé toho, nékteré syntetické latky, jako je napf. S-methylester kyseliny
benzol [1,2,3]-thiadiazol-7-karbothioové (BTH), maji prokazatelny Géinek na stimulaci
rostlinnych alkaloidi (Seigrist et.al., 1998). Biotické elicitory maji biologicky puvod.
Pochazeji z hub, bakterii, viri a bylozravci (Zhao et.al.,, 2005). Mize se jednat
chemické latky produkované patogennimi organizmy nebo uvolfované rostlinami po
napadeni patogeny ¢i bylozravci, napt. komponenty stén rostlinnych bunék. Mezi
biotické elicitory se fadi nc¢které hydrolytické enzymy, peptidy, glykoproteiny apod.
(Véchet, 2012). Hlavni rozdil oproti abiotickym elicitorim spociva v jejich schopnosti
elicitace jiz za velmi nizkych koncentraci (Ozeretskovskaya et al., 1994).

Na zaklad¢ chemické struktury elicitorti lze tyto latky rozdé€lit do dvou skupin:
elicitory nebilkovinné a bilkovinné povahy. Mezi nebilkovinné elicitory patii nékteré
oligosacharidy (galakturonany, mannan, guluronat, mannuronat...), lipopolysacharidy,
polysacharidy (pektin, celuldza, chitosan, chitin a glukany...), patogenni toxiny aj.
ziskané ze stén rostlinnych bunék (oligogalaktouronidy) popt. ze stén houbovych bunék
(chitosan) (Angelova et al., 2006). Albersheim et al. v roce 1977 jako prvni izoloval
oligosacharidy, u kterych byla prokazana schopnost aktivovat geny pro obranu rostlin.
Vr. 1984 studoval Sharp et al. vliv elicitord na produkci fytoalexini u bunétnych
kultur s6ji a objevil osm elicitorti oligosacharidového charakteru po caste¢né kyselé
hydrolyze mycelidlnich stén Phytophthora gasperma. Vyznamnym elicitorem
polysacharidového charakteru je také chitosan, s navazanym B-1,4-glukosaminem, ktery
dokaze elicitovat fytoalexiny a aktivovat zvySenou produkci taxolu v kultufe Taxus
canadensis (Linden a Phisalophong, 2000).

Jako elicitory mohou fungovat také nékteré rostlinné hormony jako je kyselina
salicylova (SA = salicylic acid) a kyselina jasmonova (JA = jasmonic acid), které
pusobi jako signalni molekuly pro expresi obrannych genti a mohou byt aplikovany do

rostlin exogenné (Raymond a Farmer, 1998). Mezi bilkovinné elicitory patii tzv
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elicitiny, proteiny o molekulové hmotnosti cca 10 kDa. N&které bilkovinné elicitory
mohou mit enzymovou aktivitu. Typickym ptikladem jsou celulasy z bunéénych kultur
patogenu, které vyvolavaji produkci fytoalexini v Nicotiana tabacum (Threlfall a
Whithead;1988).

2.4.3 Elicitiny

Tato skupina specifickych proteinovych elicitorti predstavuje malé extracelularni
10 kDa proteiny slozené z cca 98 aminokyselin, které jsou produkovany oomycetami
rodu Phytophthora a Phytium (Tab.3) (Bonnet et al., 1996; Ponchet et al., 1999).
Elicitiny nemaji enzymovou aktivitu, patfi do skupiny tzv. proteind ptfenasejici lipidy
(lipid transfer proteins, LTP), které jsou schopny transportovat mastné kyseliny
a steroly. Oomycety nedokazi syntetizovat steroly, které jsou nezbytné pro jejich
reprodukci. Elicitiny, které tyto organismy vytvari, vazi steroly produkované
hostitelskym organismem pomoci hydrofobni dutiny ve své struktufe a zajistuji jejich

transport do patogenni struktury (Obr. 21) (Mikes et al., 1998).
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1 Cytoplazmatickd membrana Komplex protein-elicitin Rostlinng receptor
O Elicitin (inaktivni stav)
. e Receptor - oomycety,
@ Proteiny pfenasejici lipidy houby (piedpoklidany)
0 Sterol Rostlinny receptor

(aktivni stav)

Obr. 21: Uloha elicitint pii transportu sterolii a aktivaci obrannych reakci rostlin (pievzato
z Moricova et al. 2014 — pfevzato a upraveno z Blein et al., 2002).
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Elicitiny jsou strukturné tvotené jednim B-listem a péti a-helixy, které jsou vzajemné
propojené tfemi disulfidickymi miistky mezi Sesti cysteiny. V fetézcich se nevyskytuje
tryptofan, histidin a arginin, naopak je zde Casto zastoupeny serin
a threonin (Ponchet et al., 1999). Na zaklad¢ struktury se elicitiny déli do 5 t¥id
(Kamoun et al. 1993). Podle pl 1ze rozlisit elicitiny kyselé (a-elicitiny, pI<5) a bazické
(B-elicitiny plI>7,5) (Leberre et al., 1994). Elicitiny I-tfidy jsou tvofeny
98 aminokyselinami obsahujicimi vzdy 6 cysteint, 3 methioniny, 2 fenylalaniny
a 3 glyciny. Pozice pro leucin, isoleucin, prolin a threonin jsou vysoce konzervované.
V ramci tfidy I Ize elicitiny dale Clenit na kyselé (a-elicitiny, tfida IA) a bazické (B-
elicitiny, tfida IB) (Nespoulous et al., 1992). Elicitiny tfidy 1" (Py) produkované
patogeny rodu Pythium jsou tvofeny 98-101 aminokyselinami a je pro né
charakteristickd pfitomnost asparaginovych glykosyla¢nich mist. Do tiidy II patfi silné
kyselé elicitiny, tvofené 103-104 aminokyselinami s hydrofilnim C-terminalnim
koncem, produkované napiiklad P. cryptogea (Panabiéres et al., 1996). Elicitiny tfidy
IIT jsou tvotfeny 165-170 aminokyselinami. Maji kromé& 98 pro elicitiny typickych
aminokyselin dalSich 70 aminokyselin, které patii C-terminalnimu konci. Do této tfidy
patii predevsim nékteré elicitiny produkované Phytophora infestans (infestin), ktera
zpusobuje plisent bramborovou a plisen rajéatovou (Kamoun et al., 1993).

Nejcastéji  studovanym elicitinem je kryptogein produkovany oomycetou
Phytophthora cryptogea, ktery patii mezi bazické p—elicitiny (hodnota pl 8,5), tiida IB.
Elicitin oligandrin, syntetizovany oomycetou Phytium oligandrum, patii do tfidy IA
Izoelektricky bod oligandrinu je 4,5 a fadime ho mezi a-elicitiny (kyselé). Molekulovou
hmotnost ma cca 10 kDa a obsahuje 100 aminokyselin. Oomyceta Phytophthora
infestans vytvati nékolik forem elicitinii (Tab. 3). Protein oznacovany INF1 se fadi do
tiidy IA mezi kyselé elicitiny s pI 4,22, INF4 ma pl 9,97 a patii mezi bazické elicitiny
ttidy IB. Dalsi formy infestinu INF2a,b a INF4,5 fadime mezi kyselé elicitiny tfidy III.
Strukturni rozdily elicitin maji vliv na tvorbu nekrézy u hostitelského organizmu.
Bazické elicitiny (napt. z P. cryptogea, P. megasperma, P. cinnamomi) maji na svém
povrchu véazané velké mnozstvi lysinu v pozici 13, coz podporuje zvySeny nekroticky
ucinek a zaroven vyssi aktivaci HR (Huet et al., 1992; Ponchet et. al., 1999). Oproti
tomu, kyselé a-elicitiny (napi. z P. capsici, P. parasitica, P. cactorum), které maji na
stejné pozici valin, maji niz$i schopnost vyvolat nekrézu a vyssi schopnost aktivace

SAR (Huet et al., 1992).
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Tab. 3: Elicitory produkované riznymi zastupci rodu Phytophthora (pfevzato z Panabiéres et
al., 1997; Ponchet et al., 1999; Jiang et al., 2006; Oswald et al., 2014).

Oomyceta Elicitin Trida pl
Phytophthora alni AEl.1l 1A 4,99
AE1.2 1A 4,99
BE1,2 IB 8,22
HAE1 2 3,95
Phytophthora brassicae Bral 3 4,09
Phytophthora cambivora AE2 1A 4,99
AE1.1 1A 4,99
Phytophthora cactorum CAC-A 1A 4
Phytophthora capsici Capsicein 1A 3,5
Cap-Pa28 1A 4,23
Phytophthora cinnamomi a-CIN 1A 4,4
B-CIN IB 8,9
HAEZ1-cin 2 3,38
HAE2-cin 2 3,54
Phytophthora citropthora Citro 1A 3,5
Phytophthora cryptogea Cry-a 1A 3,6
Cry-p IB 9,8
HAE1-cry 2 3,88
HAE2-cry 2 3,34
Phytophthora drechsleri Dre-a 1A 4,6
Dre-p IB 8,96
Phytophthora fragariae AEl.1 1A 4,99
AE?2 1A 4,99
Phytophthora infestans INF1 1A 4,22
INF2a;b 3 3,37;3,73
INF4 IB 9,97
INF5;6 3 4,09;3,34
Phytophthora hibernalis hibl 1A
hib2 1A
hib3 1A
Phytophthora megasperma a-megaspermin 1A 4
B-megaspermin IB 8,36
y-megaspermin 3 3,8
Phytophthora nicotinae Parasiticein 1A <4
Phytophthora palmivora Palmivorein 1A 4
310-Parasiticein 1A 47
Phytophthora parasitica PARA-1 1A 4,22
Phytophthora plurivora Plurivorin 1A 4,2
Phytophthora quercina Quercinin 1A 3,6
Quercinin IB 8,3
Phytophtora ramorum ram-al; ram-o2 I
Phytophthora syringae Syringicin 1A 4,31
Phytophthora sojae Sojeinl 4
Sojein2 6,16
SOJA,SOJB 1A 3,5
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2.4.4 Aplikace elicitori v zemédélstvi a biotechnologiich

V soucasnosti se elicitory zacaly vyuzivat pfedev§im jako prostiedky pro ochranu
zeleniny a hospodaisky vyznamnych plodin pfed chorobami a rostlinnymi skiidci a to se
stejnou ucinnosti jakou maji rizné pesticidy. Oproti pesticidim, které obsahuji riizné
mutageny a karcinogeny, je pouziti elicitorii ekologické. Aktivaci obrannych reakci
osetfenych rostlin se zvysuje jejich obranyschopnost. Jedna se o pfirozené latky, které
jsou dobfie biodegradabilni (Ozeretskovskaya a Vasyukova, 2002).

Aplikace elicitori ma i sva negativa, ¢imz mize byt napfi. ztrata a kolisani elicitorové
aktivity (Ozeretskovskaya a Vasyukova, 2002). Dochazi také ke zméndm bunétné
struktury — zvySeni poctu mitochondrii, ¢i reorganizaci plastidi kvili hydrolyze
uskladnénych latek, coz ma za nasledek zvySeni rezistence rostlin. Rezervni zésoby
takového organismu jsou prubézné vyc€erpany a tak se muze rezistence nakonec zménit
v citlivost (Platonova et al., 1982). Uginnost elicitori v obrand rostlin je zavisld na
davce a také na vegetaci. Z tohoto divodu vysoké koncentrace elicitort mohou
inhibovat rezistenci anebo zplsobit dokonce nekréozu a produkci toxickych latek
supresory patogenu — tedy latky, které potlacuji rostlinné imunitni odpovédi. Pokud jsou
tedy pouzity elicitorové piipravky kontaminované supresorem, elicitor se stava
inaktivnim (Ozerstkovskaya a VVasyukova 2002).

Stejné elicitory proto nemohou byt pouZzité pro ochranu riznych druhl rostlin ve
stejnych davkach popft. stejnych technologickych procesech. Pred komer¢ni aplikaci
elicitori, musi byt nejprve proveden laboratorni vyzkum elicitace na daném rostlinném

druhu (Ozerstkovskaya a Vasyukova, 2002).

2.5 Mechanismy obranné reakce aktivované elicitory

2.5.1 Elicitorova signalni transdukce

Jedna se o velmi komplexni sit mnoha signalnich drah vedouci k riznym obrannym
odpovédim vi¢i napadeni patogenem v zavislosti na rozeznavani fady elicitorovych
signali (Obr. 22) (Pieterse et al., 2006). Okamzité po rozpoznani elicitori patogenu
rostlina mobilizuje své efektory (napt. iontové kanaly, GTP-vazebné proteiny
a proteinové kinasy), které prenaseji elicitorové signaly na dalsi sekundarni prenasece,
které signal amplifikuji pro nasledujici déje jako je fosforylace ¢i defosforylace proteina

plasmatické membrany a cytosolovych proteint, zvySeni koncentrace cytosolového
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vapniku, depolarizace cytoplasmatické membrany, toky chloridovych, draselnych
a vodikovych iontli, cytoplasmatickd acidifikace, extracelularni alkalizace, produkce
NO a ROS a dalsi (Rivas a Thomas 2005; Koornneef et al., 2008).

Princip elicitorové transdukcni sité je mozné popsat na intenzivné studovaném
elicitoru, kterym je elicitin kryptogein (M = 10 323 kDa), produkovany oomycetou
P. cryptogea zpusobujici predevsim nekrdzu listovych pletiv tabaku (Fefeu et al., 1997).
Po N-glykosidové vazbé na 162 kDa cukernou podjednotku receptoru cytoplasmatické
membrany dochézi k aktivaci Ca®* kanali a zvyseni hladiny intracelularniho vépniku.
Diky produkci NO a ROS dochazi k mobilizaci vapniku i z vnitinich zdroji buiky
(vakuola). Nasleduje regulace aktivity Ca’* - dependentnich proteini jadra podilejici se
naregulaci exprese obranych geni (Garcia-Brugger et al., 2006). Pti pusobeni
kryptogeinu byla zaznamendna navic zvySena biosyntéza lipidi, uc¢ast NO v bunécné

smrti ¢i zastaveni bunééného cyklu ve fazi G2 (Kulik et al., 2015).
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Obr. 22: Hypoteticky model brzkych d&u signalni transdukce v rostlino-patogennich
interakcich: model zahrnuje G proteiny, jez vedou ke zvySeni koncentrace cytosolickych
Ca’*ionttl, které aktivuji proteinkinasu s kalmodulinovou doménou (CDPK). Dochazi k aktivaci
NADPH oxidasové aktivity a nasledné ke zvysené produkci ROS. Zvyseni koncentrace Ca®*
v cytosolu také aktivuje B-1,4-glukansynthasu podilejici sena produkci kalozy. Ca?*aktivuji
proteinkinasu C (PKC) a Ca*"/CaM-zavislou proteinkinasu, ktera refosforyluje H*-ATPasu.
Prerusované Sipky znaci aktivaci heterotrimernich G proteinti (pievzato z Blumwald et al.,
2015).
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2.5.2 MAPK signalizace

slozek bunétné signalizace, kterd je piitomna u rostlin i Zivo¢ichd (Nishihama et.al.,
1995). Urcité rostlinné R geny koduji proteinkinasy, které fosforyluji dalsi proteiny
(napf. transkripéni faktory), jez jsou zodpovédné za aktivaci geni kodujicich PR
proteiny (PR =pathogen realated proteins) (Ebel a Scheel, 1997). Piikladem takového
genu muze byt PtO gen rajCete, ktery zajisStuje rezistenci vici bakteridlni skvrnitosti
raj¢ete (Zhou et al., 1997).

V MAPK kaskad¢ jsou klicové tii proteiny, prvni z nich - MAPKKK fosforyluje
MAPKK, kterd nasledn¢ aktivuje fosforylaci MAPK, coz je posledni protein v této
kinasové kaskadé. MAPK poté fosforyluje dalsi signdlni slozky a transkripéni faktory,
které reguluji expresi obrannych gend (Zhang a Klessing, 2001; Sinha et al., 2011).
MAPK kaskada muize byt zaroven propojena s produkci NO vramci zakladnich
obrannych mechanismii rostliny, jak bylo prokazano pii aplikaci elicitinu infestinu INF1

z oomycety P. infestans (Asai et al., 2008).

2.5.3 GTP-vazebné proteiny (G-proteiny)

G proteiny jsou aktivovany a castni se prenosu signalu v ramci mnoha bunécnych
a obrannych procesi (Obr. 23). Do této proteinové téidy patii heterotrimerni komplexy
sloZené z a, B a vy podjednotek a monomerni G proteiny, jejichZ aktivni ¢i inaktivni stav
zéavisi na vazbé GDP nebo GTP. Heterotrimerické G proteiny jsou v neaktivnim stavu
asociovany se specifickymi membranovymi receptory. Po vazbé¢ elicitoru na receptor
dochdzi ke zméné konformace G-proteinu a vyméné navazaného GDP za GTP. Po
vazbé GTP dochazi k odstépeni komplexu o-GTP od By podjednotky. Obé& casti
komplexu zastavaji vazané v membrané, protoze o a y podjednotky maji kovalentné
vazany lipidovy fetézec. o podjednotka s navazanym GTP aktivuje efektorové proteiny,
dokud nedojde k hydrolyze navazaného GTP na GDP (Vera-Estrella et al., 1994).
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Obr. 23: Mechanismus Uucasti membranovych G-proteinti v interakci hostitel-patogen.
Receptorové proteiny, kodované Cf geny, se sklddaji z opakujicich se sekvenci bohatych na
leucin (LRR). Vazba avirulentniho (AVR) peptidu na receptor vyusti v aktivaci receptoru
parovaného s G-proteinem (7TMS) — pravdépodobné pomoci extracelularnich protein-protein
interakci skrz LRR sekvence (pfevzato z Blumwald et al., 2015).

2.5.4 Tontové toky a signalizace Ca”'

Jednou z prvnich reakci na avirulentni patogen nebo aplikaci elicitoru je zména
koncentrace iontl v buiice (iontovy transport-tok), ke které dochdzi b&éhem prvnich
nékolika minut po vzajemné interakci (Obr. 24). Mezi vyznamné iontové toky patii
vyména K*/H*, vtok CI" a zvyseni koncentrace Ca*" v cytosolu (White a Broadley,
2003). Vapenaté ionty funguji jako sekundéarni pienasece v bunécnych déjich a jako
nezbytné medidtory obrannych reakci pres Ca®* senzory, jako jsou Ca?* zavislé
proteinkinasy (CDPKs), chimerni Ca®* a kalmodulin zavislé proteinkinasy (CCaMKs) a
kinasy ptibuzné CDPK (CRKs) (Luan, 2009; Boudsocq et al., 2010). Aktivaci téchto
senzorl se stimuluje fada transkripcnich faktorti, které poté reguluji expresi obrannych
genil (Yang a Poovaiah, 2002). Pfechodnd zvySend koncentrace Ca®, zpusobena
aktivaci elicitory, dale reguluje také aktivitu fosfolipas zodpovédnych za biosyntézu
dalsich obrannych latek (napf. jasmonat, kyselina fosfatidova, diacylglycerol, ROS,
kal6za) (De Jong et al., 2004). Zmény koncentrace vapenatych ionti mohou byt zaroven
propojené napt. se signalni drahou NO a to diky S-nitrosylaci kalmodulinu a expresi
gent, které reguluji hladinu Ca?* pfi piisobeni kryptogeinu (Jeandroz et al., 2013).

Vyznamnou roli v mechanismu pfenosu signalu vramci obrannych reakci
aktivovanych elicitory maji aniontové kanaly. V dusledku ovlivnéni jejich cinnosti
dochdzi nésledné k indukci dal§ich dé&t jako je oxidacni stres, MAPK kaskada
a transkripéni aktivace obrannych gent ¢i HR (Jabs et al., 1997). Zablokovani

aniontovych tokid vede kinhibici HR a bunécné smrti, jak bylo prokazano na
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tabakovych a sojovych bunkach oSetienych kryptogeinem a P. syringea pv. Glycinea
(Levine et al., 1996). Dalsi funkci téchto kanalt muze byt depolarizace plasmatické
membrany, kterd okamzité aktivuje napét'oveé-zavislé Ca** kanaly a nasledn¢ dochazi ke
zvySeni koncentrace cytosolického Ca®* (Ward et al., 1995). Takto vyvolana
depolarizace membrany mize navic stimulovat odtokové kanaly K* (Wright a Beattie,

2004).
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Obr. 24: Signalni d&je vedouci ke zvy3eni cytosolické koncentrace Ca®*: vazba elicitorti na
receptory Vv hostitelské plasmatické membrané vyvola aktivaci G-proteinti. Ty obratem pienasi
signal aktivaci fosfatas (PP), které stimuluji membranovou H'-ATPasu. Priivodni
hyperpolarizace membranového potencialu vyvola otevieni Ca**-kanalu. Dal3i aktivace kanalu
G-proteinem Fizena membranové-vazanou proteinovou kinasou (PK) spolu s inhibici Ca®'-
ATPasy vyusti v piechodné zvyseni Ca®* koncentrace. Stejny efekt ma také inhibice
H'-ATPAsy pomoci nespecifického elicitoru. Preruiované linie znaéi aktivaci G-proteini
(ptevzato z Blumwald et al., 2015).

2.5.5 H'/ATPasa

Tento enzym zajiStujici tok protonll pfes cytoplasmatickou membranu fidi antiportni,
symportni a uniportni transportni systémy v rostliné. Vznikajici elektrochemicky
gradient napomaha regulovat iontové kanaly, které vyplavuji zbuiky K a CI.
Vysledkem je depolarizace membrany, aktivace NADPH oxidasy, ¢imz se inhibuje
H'/ATPasa (Zimmerman et al., 1998). Tim dochéazi k acidifikaci cytosolu/alkalizaci
extracelularniho média, kterd ovliviiuje vlastnosti bunécné stény a také ke zvyseni
intracelularni hladiny ATP (Blein et al., 2002). Pisobenim elicitorti dochazi ke zménam

potencialu a tudiz i ke zménam v aktivité H'/ATPasy (Vera-Estrella et al., 1994).

40



U rajcete, na které byl aplikovan elicitor z Cladosporium fulvum doslo ke zvyseni
aktivity enzymu za pomoci G-proteinu, ktery aktivuje fosfatasu, jez dale defosforyluje
protonovou pumpu (Xing et al., 1997). Vlivem aplikace specifickych ¢i nespecifickych
elicitorti dochazi tedy k acidifikaci nebo alkalizaci extracelularniho média (De Wit, P. J.

G. M.,1995).

2.5.6 Inositol-1,4,5-trifosfaty a cyklické nukleotidy

Velky vyznam v regulaci obrannych reakci rostlin maji také fosfatidylinosinové
drahy. Za katalyzy fosfolipasy C (PLC) dochéazi k hydrolyze fosfatidylinositol-4,5-
difosfatu (PIP2). Tato reakce mize byt aktivovana zvySenim koncentrace cytosolického
Ca®". PIP2 se §t&pi na inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a 1,2-diacylglacerol (DAG). IP; je
dale schopen stimulovat uvoliiovani Ca®* do cytosolu z intracelularnich zdroji jako je
Golgiho aparat, endoplasmatické retikulum nebo vakuoly (Berridge, 1993) Tato IP3-
Ca®" signalni draha reguluje napf. elicitorové indukovanou biosyntézu fytoalexind,
furanokumarind, napt. v petrzeli ( Renelt et al.,1993).

Byla prokdzana vyznamnd role cyklickych nukleotidi cAMP a c¢GMP jako
sekundéarnich posli v aktivaci obrannych mechanismt rostliny po aplikaci elicitoru.
CADP ribosa i cGMP aktivuji procesy vedouci ke zvy3eni hladiny cytosolického Ca®".
c¢GMP prochazi skrz iontové kandly v plasmatické membrang, zatimco cADP ribosa se
vaze na intracelularni Ca®* kanaly v endomembranovych systémech. (Bowler et al.,
1994). Prikladem muize byt receptor Arabidopsis thaliana AtPepR1, ktery vaze signalni
peptidy AtPep. Zaroven prostfednictvim své guanylylcyklasové domény produkuje
cGMP z GTP coz poté vyusti ve zvysenou koncentraci cytosolického Ca®* (Qi et al.,
2010). Podobné, pokud byla A. thaliana vystavena pusobeni patogenu Pseudomonas
syringae, doslo k rychlému zvySeni hladin cAMP a vtoku Ca®*, coz nadale vyustilo ve
zvySenou produkci NO a ROS (Ma et al., 2009).

2.5.7 Kyselina salicylova, kyselina jasmonova, etylen, kyselina abscisova

Kyselina salicylova je velmi zndméa pro svou schopnost vyvolat SAR u rostlin
napadenych patogenem. Kyselina salicylova se tvofi v misté infekce a v disledku
nasledného transportu — §ifeni po celé rostling, zajist'uje aktivaci Siroké S§kaly obrannych
odpovédi veetné exprese genii a produkce sekundarnich metaboliti (Taguchi et al.,
2001). Piikladem mlze byt syntéza indolovych alkaloidd v bunééné kultuie

Catharanthus roseus pomoci kyseliny acetylsalicylové nebo syntéza alkaloidd
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Vv kofenovych kulturach Brugmansis candida ¢i indolovych glukosinolati u fepky
olejky a Arabidopsis po aplikaci SA ( Zhao et al., 2000; Mishra et al., 2011).

Kyselina jasmonova a ji podobné slouceniny patii mezi dalsi pienasece elicitorového
signalu (Farmer et al., 2003). Bylo prokazano, ze pii exogenni aplikaci této latky
dochazi k biosyntéze riznych sekundarnich metabolitl — napft. terpenoidii, flavonoidi,
alkaloidii a mnoha dalsich (Wang et al., 2005).

Etylen slouzi jako fytohormon rostlin, ktery mimo jiné ptisobi synergicky s kyselinou
jasmonovou (Xu et al., 1994). Funguje jako signalni molekula v rostlinné rezistenci
a také jako faktor virulence, ktery mtize vést dale k patogenesi a rostlinné citlivosti Jeho
produkce mlize byt vyvolana rozmanitymi stresory jako je 0zon, mechanické poskozeni,
napadeni patogenem nebo aplikace elicitord. Etylen v nizkych koncentracich podporuje
produkci sekundarnich metabolitii, ale naopak ve vysokych koncentracich mize tuto
produkci inhibovat (Mishra et al., 2011). Obecné etylen ovliviiuje produkci flavonoidd,
antrocyaninu a stilbenoidu pomoci zvySené regulace gend biosyntézy, ale pouze
u nékterych rostlin, napt. u Vitis vinifera a také produkci fytoalexinu, napf. v mrkvi
(Chung et al.,, 2001). Naopak ma negativni vliv na ukladani antrocyaninu,
antrocyanidinu a karotenoidu v bunikach Vaccinium pahalae (Shibli et al., 1997).

Kyselina abscisovd (ABA), patfici rovnéz mezi fytohormony, ovliviiuje fadu
fyziologickych procest, jako je kli¢eni a rist. Hraje vyznamnou roli v regulaci
obrannych mechanismt rostlin v reakci na fadu stresovych faktort jako je napt. hyper-
nebo hypoosmoticky stres, chlad, sucho nebo solny stres. M4 vyznamnou roli pfi
regulaci exprese obrannych genti a biosyntéze sekundarnich metabolitd (Zhao et al.,

2000).

2.5.8 Aktivace obrannych genii rostlin

Konecnym krokem elicitorové signalni transdukce je aktivace obrannych geni, které
koduji obranné proteiny, které se zapojuji do obrannych reakci rostlinného organismu.
Je mozné rozlisit tfi zakladni skupiny exprimovanych proteinti (Mishra et al., 2011).

Proteiny pro modifikaci bunééné stény se podileji na zesileni bunééné stény v ramci
obrany proti ataku patogeni (Rose et al., 2004). Dilezitou roli hraji glykoproteiny
bohat¢é na hydroxyprolin (HRGPs-extensiny), proces lignifikace, suberinizace
a ukladani kalozy. V souvislosti s tim bylo zjisténo, Ze napt po infekci prosa patogenem
Sclerospora graminicola, dojde Kk rychlému zesiténi a zvySeni koncentrace HRGPs

Vv bunéénych sténach (Shailrasree et al., 2004). Syntéza strukturnich bariér ligninu
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a suberinu je katalyzovana peroxidasou TPXI1. Stresové faktory vyvolavajici tuto
syntézu ovliviuji expresi genu TPX1 (Quiroga et al., 2000).

Druhou skupinou jsou proteiny zahrnuté v sekundarnim metabolismu. Jedna se
o proteiny, které pomahaji rostlinam adaptovat se na zménu environmentalnich ¢i
rustovych podminek diky regulaci produkce sekundarnich metabolitii. Aminokyseliny
fenylalanin a tyrosin vstupuji do Sikimatové drahy, ktera vede ke zvyseni produkce
sekundarnich metaboliti. Tyto aminokyseliny jsou substrditem pro enzym
fenylalaninammoniaklyasu (PAL), ktera se tucastni metabolick¢é drahy vedouci
k biosyntéze SA, kliCovych propanoidli a fady dalSich sekundarnich metaboliti. Na
zaklad¢ aplikace elicitori na pletiva Araceae se dospélo k zavéru, ze pro ukladani
fenylpropanoidovych sloucenin v pribéhu napadeni patogenem je nutné zvysit regulaci
genu Sikimatové a fenylpropanoidové drahy (Mishra et al., 2011).

Vyznamnou skupinou proteind, kterda ma dulezitou roli v obranném mechanismu
rostlin jsou tzv. PR proteiny (PR =pathogen realated proteins) (Tab. 4). Jedna se
0 proteiny, které se kumuluji pfi infekci patogenem. Tyto proteiny byly klasifikovany
na zakladé homologie a sérologie do 17 tiid (Van Loon et al., 2006). V ramci kazdé
skupiny mohou mit proteiny podobnou biologickou aktivitu, ale li§i se substratovou
specifitou a lokalizaci vlastnostmi (Van Loon, 1997). Chitinasy (PR-3, PR-4, PR-8 a
PR-11) se ucastni degradace chitinu v bunécnych sténdch houbovych patogeni
(Gorjanovic$, 2009). Vyznamny efekt v obrané vici bakteriim, oomycetam a virim
maji také glukanasy (PR-2), proteinasy (PR-7) a RNAsy (PR-10) nebo inhibitor proteas
(PR6), ktery zpomaluje hmyzi a bakterialni proteasy (Park et al., 2004; Abdeen et al.,
2005). Stejné tak peroxidasy (PR-9) zaujimaji nepfimou antimikrobidlni aktivitu a to
diky oxida¢ni katalyze zesiténi proteind a fenoll, které jsou lokalizované v bunétné
stén€ rostlin, coZ vede k ptreuspofddani fyzické bariéry (Odjakova a Hadjiivanova,
2001). Proteiny ptenaSejici lipidy (PR-14) se ucCastni obrany vici bakteridlnim,
houbovym a virovym patogenim uspoifadanim kutinu a suberinu, ¢imz dochazi
k zesileni strukturnich bariér vi¢i mechanickému poskozeni (Blein et al., 2002;). PR-15
a PR-16 proteiny jsou indukované plisobenim patogenu a ucastni se regulace HR, stejné

jako PR17 proteiny, které navic funguji jako proteolytické enzymy (Park et al., 2004).
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Tab. 4.: Klasifikace PR proteint v rostlinach a jejich pravdépodobné funkce (ptevzato z Van

Loon et al., 2006).

Trida proteint

Charakterizace

Cilova mista/slou¢eniny

PR-1
PR-2
PR-3
PR-4
PR-5
PR-6
PR-7
PR-8
PR-9
PR-10
PR-11
PR-12
PR-13
PR-14
PR-15
PR-16
PR-17

prekurzor PR-1 proteinu
1,3-B-glukanasa
endochitinasa
endochitinasa

osmotin

inhibitor proteas
endoproteasa
endochitinasa
peroxidasa
ribonukleasa
endochitinasa

defensin

thionin

lipid-pfenasejici protein
oxalatoxidasa
oxalatoxidasa

neznama

houbova membrana

glukan bunécné stény

chitin bunécné stény

chitin bunécné stény

houbova membrana

proteinasy

endoproteinasy

chitin bunécné stény

lignifikace bunécné stény rostlin
patogenova-RNA

chitin bunécné stény

houbova membrana

houbova membrana

nespecif. lipidy ptenasejici proteiny
superoxiddismutasova aktivita
superoxiddismutasova aktivita
neznama
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Agarosa (Serva, Némecko); akrylamid/bis-akrylamid (Sigma, USA); bromfenolova
modr (Acros Organics, Belgie), BSA (Sigma, USA), 4-chlor-1-naftol (Sigma, USA)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, USA), dihydrogenfosfore¢nan draselny
(Lachema, CR); dithiothreitol DTT (Sigma, USA); Evansova modi (Fluka, Svycarsko);
gelRed (Biotium, USA); glutathion (Acros Organics, USA); glycerol bezvody (Sigma,
USA); glycin (Sigma ,USA); guajakol (Sigma, USA); hydrogenfosfore¢nan draselny
(Lachema, CR); HyperLadder 50 bp (Bioline, USA); chlorid sodny (Lachema, Ceska
republika); infestin (Ustav biochemie MU, Brno); kryptogein - X24 rekombinantni
protein (Ustav biochemie MU, Brno); Kyselina octova (Lach-Ner, CR); methanol
(Sigma, USA); n-butanol (Sigma, USA); N, N'-methylenbisakrylamid; N, N, N', N'-
tetramethylethylendiamin - TEMED (Fluka,Svycarsko); NADH (AppliChem,
Némecko), nitrotetrazoliova modi/5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat - NBT-BCIP (Sigma,
USA); oligandrin (Ustav biochemie MU, Brno); peroxid vodiku (Lach-Ner, CR);
persiran sodny - APS (Fluka, Svycarsko); PMSF (Fluka, Svycarsko); Ponceau S
(Merck, Némecko); primarni polyklonalni protilatka SIGSNOR1- krali¢i (Sigma, USA);
primarni monoklonalni protilatka anti Hsp70 - mysi (Sigma, USA); sekundarni anti-
mysi protilatka znacena alkalickou fosfatasou (Sigma, USA); sekundarni anti-krali¢i
protilatka IgG znacena alkalickou fosfatasou (Sigma, USA); SDS (Sigma, USA); susené
mléko (AppliChem, Némecko); standard Hsp70 (Sigma, USA); standard GSNOR1
(UPOL, Ceska republika); TBE (Sigma, USA); TBS (Fluka, Svycarsko); Tris HCI (MP
Biomedicals, Francie); Triton-X100 (Sigma, USA); Tween-20 (Sigma, USA); B-

merkaptoethanol (Fluka, Svycarsko);

3.2. Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko);
automatické pipety (Eppendorf, Némecko); digitalni pH metr WTW 526 (InoLab,
Némecko); digitalni predvazky (KERN, Némecko); dokumentaéni zafizeni
BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP, USA); elektroforetické komurky (Bio-Rad, USA);
elektromagneticka michacka IKA (Labortechnik, Némecko); eksikator (Kavalierglass,
Ceska republika); EURx Color Tag DNA Polymerasa plant kit (EURX, Polsko); Gel
Doc, EZ Imager (Bio-rad, USA); GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit
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(EURX, Polsko); chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko); kolonky NAP-5
(GE Healthcare, USA); kyvety (Brand, Némecko); mikrodesticky Test plate 96F (TPP,
Svycarsko); mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek instruments,
USA); minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika); PCR termocykler
(Eppendorf, Némecko); spektrofotometr UV-VIS (Agilent technologies, USA); svételny
mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko); termostat (Grant, UK); Trans-
Blot® Turbo™ Transfer Systém (Bio-Rad, USA); Trans-BlotR Transfer Medium —
nitrocelulosova membrana 0,45 um (Bio-Rad, USA); Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche — applid science, Svycarsko); tiepatka Mixing Block MB-102
(BIOER technology, Cina); vortex (Biosan, USA); vyhiivaci box do 100°C (Aesculab,
Taiwan); zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA); zdroj pro Western
blot Power supply model 1000/500 (Bio-Rad, USA)

3.3 Rostlinny material
Pro experimenty byly pouzity ¢tyfi genotypy Solanum spp., kter¢ se liSily rezistenci
vici patogenu O. neolycopersici.:

S. lycopersicum cv. Amateur — citlivy genotyp

S. chmielewskii — stfedné rezistentni genotyp

S. habrochaites - rezistentni genotyp

S. lycopersicum cv. MicroTom — citlivost/rezistence neznama

Semena jednotlivych genotypl byla zaseta do perlitu a po vykli¢eni déloznich listi
ptesazena do kvétinacl se zahradnickou zeminou. Ve stéaii 6-8 tydnl byly posléze

rostliny pouZity pro experimentalni zpracovani.

3.4 Patogen

Pro experimenty byl pouzit patogen padli rajcatové (Oidium neolycopersici; C2),
ziskany z rajcete (L. lycopersicum, cv. Lucy) ze skleniku Statni rostlinolékaiské spravy
v Olomouci. Patogen O. neolycopersici byl poskytnuty a napéstovany doc. RNDr.
Barborou Mieslerovou, Ph.D. z Katedry botaniky UPOL. Patogen byl udrzovan na
2-3 meésice starych rostlinach vysoce nachylného genotypu rajéete (L. lycopersicum, cv.
Amateur) péstovanych ve fytotronu pfi teploté 18 - 20 °C a se svételnym reZzimem 12/12
h (den/noc). Padli bylo ve dvoutydennich intervalech pteinokulovdvano vzdy na nové

¢isté rostliny.
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3.5. Metody

3.5.1 Priprava listovych diskii pro fytopatologickou studii citlivosti/rezistence
rajcatového genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom viéi patogenu Oidium
neolycopersici

Listy jednotlivych genotypu byly nainokulované patogenem metodou listového otisku.
Jako zdroj patogenu byly pouzity listy S. lycopersicum cv. Amateur, jejichz povrch byl
2 90-100% pokryty bilym myceliem rajéatového padli. Celkem bylo inokulovano 24
rostlin. Rostliny byly péstovany ve skleniku pfi teploté 25°C. Material pro experimenty
byl odebran 24 a 48 hpi. Pro kazdy Casovy interval byly nainokulované tii rostliny pro
kazdy ze Ctyi genotypti. Poté bylo z kontrolnich a inokulovanych listi pfipraveny
pomoci korkovrtu listové disky o priméru 12 mm. Disky byly nasledné ulozeny do
sklenénych flakonek s ledovou kyselinou octovou po dobu dvou dni. Po uplynuti této
doby byly disky dikladné proplachnuty destilovanou vodou, nabarveny a inkubovany

s 1% Evansovou modii po dobu 10 minut a uchovavany v glycerolu.

3.5.2 Piiprava rostlinného materidlu - elicitace listi S nadslednou inokulaci
patogenem Oidium neolycopersici

Pro experiment byly pouzity ¢tvrté pravé listy rostliny S. lycopersicum cv. MicroTom.
Aplikaci elicitinti byla realizovana metodou nasavani listu fapikem. Listy byly vloZzeny
do mikrozkumavek se 150 pl 100 nM elicitinu (infestin, kryptogein, oligandrin). Jako
kontrola slouzil list, ktery byl ponoten do 150 pl destilované vody. Nasavani probihalo
v exikatoru pod vakuem po dobu 60 minut. Listy byly po dobu realizace experimentu
umistény v Petriho miskach ve fytotronu pfi teploté 18 - 20 °C a svételném rezimu
12/12 h (den/noc). Rapik listi byl obalen vlhkou vatou. 24 h po elicitaci byla &ast listi
nainokulovana patogenem O. neolycopersici metodou listového otisku. 48 hpi byly listy
zmrazeny tekutym dusikem a uchovéany pti -80°C pro nasledujici experimenty nebo
byly z listt ptipraveny disky, které byly dale zpracovany dle navodu v kapitole 8.1..
Disky byly pouzity pro fytopatologické vyhodnoceni vyvoje patogenu.

3.5.3 Fytopatologické zhodnoceni vyvoje patogenu Oidium neolycopersici

Pripravené listové disky inokulované patogenem O. neolycopersici byly vyhodnoceny

pomoci svételného mikroskopu (200x zvétSeni). Na kazdém disku bylo vyhodnoceno

47



100 konidii. Hodnotil se procentualni pocet naklicenych a nenaklicenych konidii, délka

a pocet vykli¢enych vlaken.

3.5.4 Priprava extrakta z listi rajéete Solanum lycopersicum cv. MicroTom pro
elektroforetickou detekci peroxidas a pro spektrofotometrické méreni
peroxidasové aktivity

Extrakty byly pfipraveny vzdy cCerstvé. Listy rajCete byly homogenizovany ve tieci
misce s0,1 M K-fosfatovym pufrem o pH 7 vpoméru 1:2 (w/v). Extrakty byly
centrifugovany po dobu 15 minut, pii 12 000 g a pfi teploté 4 “C. V ptipadé ptipravy
vzorkid pro nativni elektroforézu byl supernatant smichan s 60% glycerolem v poméru

3:1.

3.5.5 Detekce peroxidasové aktivity metodou nativni gelové elektroforézy

Vlastni dé€leni proteind v polyakrylamidovém (PAGE) gelu je zaloZzeno na jejich
rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli. Principem polymerace gelu je reakce mezi
akrylamidem (AA) a N,N’-methylenbisakrylamidem (BIS). Jako stabilizator volnych
radikalt se do smési ptidava N, N,N’, N’- tetramethylendiamin (TEMED). Polymerace
kazdého gelu je zahajena piidavkem persiranu amonného (APS). Byl ptipraveny 10%
délici gel (pH 8,8) a 4% zaostiovaci gel (pH 6,8) dle Tab. 5. Byly pouzity 0,75 mm
spacery. Délici gel polymeroval cca 15 minut a zaostfovaci gel 20 minut. Do kazdé
jamky gelu bylo naneseno 10 ul ptipravené¢ho vzorku. Do dvou krajnich jamek bylo
aplikovano 15 pl bromfenolové modfi. Diskontinudlni elektroforéza probihala béhem
prvnich 15 minut p#i 100 V, po doputovani zony bromfenolové modii na rozhrani obou
geltl bylo napéti na zdroji zvySeno na 180 V (cca 45 minut). Vizualizace izoenzymu
s peroxidasovou aktivitou byla provedena reakci s 4-chlor-1-naftolem v pfitomnosti
H,O,. Dokumentace byla provedena pomoci BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP,USA) a

programu ImageLab.

Tab. 5: Slozeni déliciho a zaostfovaciho gelu (objemy jsou uvedeny v ml):
15M 0,5M
Tris/HCI, Tris/HCI,
AA/BIS pH 8,8 pH 6,8 Voda TEMED APS

10% délici gel,
pH 8,8 1,625 1,25 - 1,975 0,005 0,12
4% zaostiovaci gel,
pH 6,8 0,325 - 0,625 1,475 0,005 0,075
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Roztok bromfenolové modri: bromfenolova modt, 20% glycerol, destilovana voda
Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, destilovana voda

Barvici roztok: 0,1M K-fosfatovy pufr o pH 7; 4-chlor-1-naftol; vychlazeny metanol,;
30% H,0;

3.5.6 Méreni peroxidasové aktivity

Aktivita peroxidasy byla stanovena modifikovanou guajakolovou metodou. Reak¢éni
smés v kyveté obsahovala 1 ml 0,1 M K-fosfatového pufru o pH 7; 0,4 ml 65,5 mM
guajakolu; 50 pl 175 mM peroxidu vodiku; 295 pl destilované vody a 5 ul extraktu
Z rajcatovych listl. Reakce byla zahajena ptidanim 50 pl peroxidu vodiku. Absorbance

byla méfena pii vinové délce 436 nm po dobu 1 minuty (¢ = 4500 mM™cm™).

3.5.7 Méieni obsahu proteint v extraktu metodou Bradfordovou

Me¢feni bylo povadéno na mikrodestickovém readeru. Do jamek bylo napipetovano
45 pl destilované vody, 5 pl standardu BSA a 200 pl ¢inidla Bradfordové. Roztok
¢inidla byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku Coomassie Brilliant Blue s vodou
v poméru 1:4 (slozeni zasobniho roztoku: 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 25 ml
95% metanolu a 50 ml 85% kyseliny fosfore¢né). Po 10 minutach byla stanovena
absorbance pfi vlnové délce 595 nm. Jako kalibracni standardy byly pouZity roztoky

BSA v koncentracich 0,02-1,4 mg/ml.

3.5.8 Detekce Hsp70 a GSNOR metodou Western blot

3.5.8.1 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

Extrakty byly pfipraveny rozdrcenim zamrazenych listll v tfeci misce pomoci tekutého
dusiku a poté byly rostlinny material zvdzen a smichan s extrakénim pufrem v poméru
1:2 (w/v). Po 20 minutové centrifugaci pti 16 000 g pii teploté¢ 4 “C byl supernatant
smichan se vzorkovacim pufrem v poméru 3:1 a inkubovan po dobu 10 minut pfi

100 °C.

3.5.8.2 SDS-PAGE
Jednd se o denaturaéni metodu diskontinudlni elektroforézy, pouzZivanou piedev§im
k separaci proteini. Dodecylsulfat sodny (SDS) je detergent svelkym zapornym

nabojem, ktery pii vazbé na protein (1,4 g SDS/1 g proteinu) méni jejich konformaci
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a vyrovnava rozdily naboje proteini, které¢ se poté pohybuji v gelu smérem k anod¢ na
zakladé rozdilné velikosti molekul.

Separace proteint pfipravenych vzorkl probihala v 10% délicim polyakrylamidovém
gelu o pH 8,8 a ve 4% zaostiovacim gelu o pH 6,8 s pfidavkem 10% SDS. V Tab. 6
jsou uvedeny roztoky pro piipravu déliciho a zaostfovaciho gelu. Byly pouzity 1,5 mm
spacery. Polymerace kazdého gelu byla zahajena piidavkem cerstvého roztoku 10%
APS. Délici gel tuhnul 45 minut a zaostfovaci gel 30 minut. Do prvni jamky gelu bylo
aplikovano 5 pl standardu pro Hsp70 ptipadné GSNOR a do ostatnich jamek bylo
naneseno 15 pl piipravenych vzorki. Elektroforéza probihala 20-30 minut pii napé&ti

120 V apoté az do pii napéti 180 V.

Tab. 6: SloZeni dé¢liciho a zaostfovaciho gelu (objemy jsou uvedeny v ml):

15M 05M
Tris/HCI Tris HCI
AA/BIS pH88 pHG6,8 Voda 10% SDS TEMED APS

10% délici gel,
pH 8,8 3,29 2,5 - 4,11 0,1 0,02 0,12
4% zaostiovaci gel
pH 6,8 0,65 - 1,25 3,05 0,05 0,02 0,1

Extrakéni pufi: 0,05 M Tris/HCI, pH 7; 0,2% Triton X-100; 2 mM DTT; 1 mM PMSF
Laemlliho vzorkovaci pufr: 0,125 M Tris/HCI, pH 6,8; 10% SDS; 20% glycerol;
5% B-merkaptoethanol; 0,02% bromfenolova modi; DTT

Elektrodovy pufi: 0,025 M Tris/HCI; 0,192 M glycin; 0,1% SDS

3.5.9 Imunodetekce

Analytickd metoda Western Blot slouZzi pfedev§im pro kvalitativni detekci proteinti
nebo Kjejich semikvantitativnimu stanoveni. Po separaci proteini SDS-PAGE
elektroforézou dojde kjejich pieneseni (,,pfeblotovani®) na nitrocelulosovou ¢i
polyvinylovou membranu pasobenim elektrického proudu, ktery prochazi blotovacim
zafizenim. Zaporné nabité komplexy proteinti s SDS jsou diky proudu pienaseny z gelu
na membranu. Bylo pouzito zafizeni Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, USA). Do kazety
blotovaciho zafizeni byly vlozeny filtraéni papiry, membrana, gel po SDS-PAGE
elektroforéze a dalsi filtracni papiry pfedem namocené v blotovacim pufru. Pfenos
probihal 10 minut pfi elektrickém proudu 1,3 A. Poté se provedla kontrolni vizualizace

pfeblotovanych proteinii pomoci barviva Ponceau S, které bylo nésledné odstranéno
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promytim membrany destilovanou vodou. Membrana byla ponofena na 2 hodiny do
blokovaciho roztoku (5% susené mléko v TTBS), poté byla pfiddna primarni protilatka
(Tab. 7) fedéna 5% mlékem v TTBS. Inkubace probihala pfes noc. Nésledujici den po
promyti membrany TTBS (3x po 20 min.) byla membrana inkubovana 90 minut se
sekundarni protilatkou fedénou 5% mlékem v TTBS. Po promyti v TTBS (3x po 20
min) byl pouzit pro konec¢nou vizualizaci komer¢ni roztok NBT/BCIP. Po 10 min
inkubace v barvicim roztoku byla membrana promyta destilovanou vodou.
Dokumentace byla provedena pomoci BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP,USA) a
programu ImageLab.

Tab.7. Pouzité primarni a sekundarni protilatky a jejich fedéni

Detekce Primarni Ab Redéni Sekundarni Ab Redéni
Monoklonalni Ab Anti-Hsp70 Anti-mysi 1gG znacena

Hsp70 (mysi) 500 x alkalickou fosfatasou (kozi) 5000 x
Polyklonalni Ab SIGSNOR1 Anti-krdlic¢i 1gG znacena

GSNOR (kralici) 500 x alkalickou fosfatasou (kozi) 5000 x

Blotovaci pufr: 0,025 M Tris/HCI,_pH 8,3; 0,192 M glycin, 20% (v/v) methanol
TBS, pH 7,5: 20 mM Tris/HCI, 500 nM NaCl
TTBS: 400 ml TBS, 200 pl Tween-20

Blokovaci roztok: 5% suSené mléko v TTBS

3.5.10 Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR

3.5.10.1 Piiprava extraktu z listd rajéete Solanum lycopersicum cv. MicroTom pro
pro spektrofotometrické méieni aktivity GSNOR

Extrakty byly pfipraveny cerstvé. Elicitinované a inokulované listy byly zvazené a
nasledné homogenizované na ledu ve tfeci misce S pifidavkem moiského pisku spolu
s Tris HCI pufrem v poméru 1:2 (w/v). Do extrakéniho pufru byl pfidan inhibitor
proteas PMSF, 0,2% detergent Triton X-100 a stabilizator DTT. Vzorky byly nasledné
centrifugovany pii 16 000 g po dobu 20 minut pii teplot¢ 4°C. Supernatant byl poté
precistény na kolonce NAP-5. Kolonka byla nejprve ekvilibrovana 7,5 ml 20 mM Tris-
HCI pufrem o pH 8. Poté bylo na kolonku naneseno 0,5 ml vzorku a po vséknuti a
elucil ml 20mM Tris-HCI pufrem pH 8 bylo zachyceno 0,75 ml eluatu, ktery byl dale

pouzivany pro mefeni enzymové aktivity.
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3.5.10.2 Méreni enzymové aktivity GSNOR

Aktivita GSNOR byla méfena spektrofotometricky sledovanim absorbance NADH pii
vinové délce 340 nm (¢ = 6,220 M™*cm™) po dobu 10 minut pomoci
mikrodestickového zatfizeni Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA) a
programu Gen5. Purifikované extrakty z rajcatovych listi byly inkubované v reakéni
smési s 20mM Tris-HCI pufrem, pH 8 a 2 mM NADH. Reakce byla odstartovana
ptidavkem cerstvé ptipraveného 4 mM GSNO.

3.5.11 lzolace a purifikace RNA z rostlinného materialu

RNA byla izolovana ze zamrazenych listd viz. kapitola 8.2.. Pfed samotnou izolaci byly
listy nejprve rozdrceny na prasek ve tfeci misce za pomoci tekutého dusiku. Poté bylo
na analytickych vahach navazeno 100 mg prasku. Izolace byla provadéna pomoci kitu
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (EURx) dle stanoveného purifikacniho
protokolu. Komeréni LG pufr byl smichdn s [-merkaptoethanolem (10 pl
B-merkaptoethanolu/l ml LG pufru). K rostlinnému materidlu ve formé prasku bylo
pridano 200 pul LG pufru a 100 pl RL pufru (obsahuje guanidiniumum thiokyanat pro
denaturaci proteind, poté byla smés zvortexovana a centrifugovéana po dobu 4 minut, pfi
16 000 g, za pokojové teploty. Diky této guanidium thiokyanat-chloroformové extrakci
doslo k separaci nukleové kyseliny a proteind. Supernatant byl pfenesen do nové
mikrozkumavky a k nému bylo pifidano 200 pl RL pufru. Po promichani byl obsah
mikrozkumavky  pienesen na specialni kolonku a centrifugovan
2 min pii 16 000 g. Po pfidani 300 pl 96% ethanolu doSlo ke vzniku sraZeniny.
Rozpustna ¢ast byla pifenesena na RNA-vazebnou kolonku, ktera byla centrifugovana
1 min. pti 11 000 g. Po odstranéné eluatu byl na kolonku aplikovan Wash DN1 pufr. Po
centrifugaci 1 min pti 11 000 g byl odstranén eluat a na kolonku bylo aplikovano 50 pl
DNR pufru s 1 ul DNasou. Po 10 min inkubaci byla kolonka promyta 400 ul Wash RB1
pufru. Po centrifugaci 1 min p#i 11 000 g a odstranéni eluatu bylo na kolonu aplikovano
650 ul Wash RBW pufru a nasledovala centrifugace 1 min. pii 11 000 g. Eluat byl opét
odstranén. Po aplikaci 350 ul Wash RBW pufru a 2 min centrifugaci pti 11 000 g byla
kolonka umisténa do nové mikrozkumavky a na kolonku bylo aplikovano 50 pl RNase-
free sterilni vody. Po centrifugaci 1 minutu pii 11000 g byla eluovana z kolonky RNA.
Takto ptipravené roztoky RNA byly uchovavany pfi teploté -80 "C.
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3.5.12 Méreni koncentrace RNA po izolaci

Koncentrace vyizolované RNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci zatizeni
Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA) a programu Gen5 a Také 3 aplikace pii
vlnovych délkach 260, 280 a 320 nm. Do jamek mikrodesticky se aplikovaly vzdy 2 ul
RNA, jako blank byla pouzita sterilni RNasa free voda.

3.5.13 Reverzni transkripce

Pro ptepis genit z mMRNA do c¢cDNA byl pouzity Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche). Do mikrozkumavek byl aplikovan 1 pl Anchored-oligo (dT)is
primeru a objem vyizolované RNA obsahujici 1 pug RNA a takovy objem RNAse-free
vody, aby celkovy objem byl 13 pl. Po 10 min inkubaci pii 65 °C byla smés zchlazena
v ledové lazni. Dale byly do reakéni smési napipetovany 4 pl reakéniho pufru, pak
0,5 ul protector RNase inhibitoru (40 U/ul), 2 ul deoxyrionukleotidového mixu (kazdy
deoxyribonukleotid o koncentraci 10 mM) a 0,5 ul reverzni transkriptazy (20 U/ul).
Vysledny objem smési v mikrozkumavce byl nakonec 20 pl. Cela reakéni smés se byla
inkubovéana 30 minut pfi 55 °C a nasledné¢ 5 minut pifi 85 °C. Ziskana cDNA byla

uchovavana pfi - 20°C.

3.5.14 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Principem molekularné-biologické metody PCR je cyklicka syntéza novych fetézcu
danych tsektt DNA ve sméru 5'—3" pomoci DNA- polymerasy. Specificky usek DNA
je vymezen navazanim dvou primeru. Tepelné odolna DNA polymerasa zajistuje
protismérnou syntézu novych vlédken v pravidelnych cyklech s riiznou teplotou.

PCR byla provedena za pouziti kitu EURx Color Tag DNA Polymerasa (EURX,
Polsko). Pro jednu reakci bylo napipetovano do stripu 10 upl pufru B, 2 pul
deoxyribonukleotidového mixu (0,2 mM kazdy deoryribonukleotid), 1,5 ul ,,forward
primeru a 1,5 pl reverse primeru (0,1-0,5 uM), 33 ul sterilni vody, 1 ul Color Tag DNA
polymerasy a 1 pl cDNA ziskané v pfedchozim kroku pfi reverzni transkripci. Reakce
probihala v Termocycleru T-100 (Biorad) podle programu uvedeném v Tab. 8.

Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v Tab. 9.
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Tab.8: Teplotni program a pocet cykli PCR reakce

Krok Teplota Doba Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95°C 2-5 min. 1
Denaturace 95°C 30s

Ptipojeni primert 60° C 30s 25-35
Elongace 72 °C 1 min./1 kb

Finalni elongace 72 °C 7 min. 1
Ochlazeni 4°C nedefinovano 1

Tab. 9: Sekvence forward a reverse primerti pouzitych pfi reakci

Sledovany
gen Forward primer (5’-3") Reverse primer (3°-5")

SI-GSNOR CTGGAGTGGGAGTTATGATGAA CCTCCGCCACAGCAAGACCAACT

SI-EF-1a GGTCATCATCATGAACCATCC CATACCAGCATCACCGTTCTT

Na 2% agarosovy gel (2 g agarosy/100 ml TBE pufru) s ptidavkem 6 pl
interkalacniho barviva GelRed bylo do jednotlivych jamek naneseno 20 pl kazdého
vzork amplifikované DNA. Do jedné zjamek bylo naneseno D 5 pl markeru
molekulovych hmotnosti Hyperladder 50 bp. Jako elektrodovy pufr byl pouzity TBE
pufr. Elektroforéza probihala cca 35-45 minut pifi napéti 90 V, dokud linie vzorka
nedoputovaly piiblizné 2 cm od konce gelu. Poté se gel vyjmul z elektroforetické
komirky a byl zdokumentovdn pomoci zafizeni BioSpectrum AC Chemi 410
(UVP,USA) a programu ImageLab.

Elektrodovy pufr TBE: 45 mM Tris baze, 45 mM kyselina borita, 12,5 mM EDTA
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Fytopatologicka studie stanoveni citlivosti/rezistence Solanum lycopersicum
cv. MicroTom na Oidium neolycopersici
Pro studium vlivu elicitin na aktivaci obrannych mechanismti byla zvolena jako
modelova rostlina S. esulentum cv. MicroTom. Prvnim tkolem bakalaiské prace bylo
stanoveni  citlivosti/rezistence na  patogen O. neolycopersici  genotypu
S. lycopersicum cv. MicroTom porovnanim s vlastnostmi diive studovanych genotypt
S. lycopersicum cv. Amateur, S. chmielewskii a S. habrochaites. Vyvoj patogenu, tj.
pocet konidii s jednim, dvéma ¢i tfemi vlakny a délka vlaken konidii byla vyhodnocena
ve zvolenych cCasovych intervalech 24 a 48 h po inokulaci diskii pifipravenych ze
¢tvrtého pravého listu CEtyf genotypi Solanum spp.. Na zakladé stanoveni vyse
uvedenych parametrii lze porovnat citlivost/rezistenci vybranych genotypt Solanum
spp.. Grafické vyhodnoceni stanovenych parametrii je doplnéno reprezentativni
fotodokumentaci konidii patogenu na listovych discich jednotlivych genotypt (Obr. 24).
Nejcéetnéjsi zastoupeni konidii pouze s 1 vlaknem, v porovnani s vyvojem patogenu
na ostatnich Solanum spp., bylo detekovano 24 h po inokulaci (hpi) na listovych discich
S. lycopersicum cv. MicroTom (Obr. 24 A). Po 48 h od inokulace bylo zaznamenano
S. habrochaites (Obr. 24 B). U tohoto genotypu téméf 30 % konidii ma vyvinuté pouze
1 kli¢ni vlakno. V piipadé genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom bylo detekovano
cca 10 % konidii obsahujicich pouze 1 vldkno, ale az 60 % konidii s vyvinutymi 3
vlakny.
U genotypu S. chmielewskii a S. lycopersicum cv. Amateur konidie pouze s 1 vlaknem
nebyly pozorovany. Zastoupeni konidii s3 vladkny bylo nejvy$§i u genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur (cca 80 %). Na zakladé vyhodnoceni tohoto parametru lze
konstatovat, Ze vyvoj patogenu je zpocatku (24 hpi) nejpomalejSi u genotypu
S. lycopersicum cv. MicroTom (Obr. 24 B). Pozdé&ji (48 hpi) byl detekovan
nejpomalejsi vyvoj patogenu u genotypu S. habrochaites a naopak nejrychlejsi u
genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur. Vyvoj patogenu na S. lycopersicum cv. MicroTom je o
néco pomalej§i v porovnani s vyvojem patogenu na stfedné rezistentnim genotypu

S. chmielewskii.
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Obr. 24: Zastoupeni konidii s jednim, dvéma a tfemi klicnimi vlakny patogenu po inokulaci
listovych diskt jednotlivych genotypi Solanum spp. A) 24 hpi, B) 48 hpi.

Primérna délka prvniho kli¢éniho vldkna patogenu se v ramci vSech Ctyi genotypt
24 hpi ptili§ nelisila (16-18 pum). V piipadé druhého kli¢niho vlakna byla v tomto
Casovém intervalu primérna délka nejvétsi u citlivého genotypu S. lycopersicum cv.
Amateur (36 um) a také paradoxné u rezistentniho genotypu S. habrochaites (37 um).
V piipadé kultivaru S. chmielewskii dosahovala primérna délka druhého vlakna 31 pm
a u genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom pouze 28 um (Obr. 25).

Po 48 hodinach od inokulace byly patrné vyznamné rozdily v délce jednotlivych
kli¢nich vlaken patogenu u studovanych genotypti Solanum spp. (Obr. 26). Primérna
délka prvniho kliéniho vldkna byla v rozsahu 21-35 um, druhého vldkna 101-182 pum
a trettho vldkna 38-75 pm. Nejdels$i kli¢ni vldkna patogenu byla detekovana na
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listovych discich genotypu S. lycopersicum cv. Amateur, coz poukazuje na vysokou
citlivost tohoto genotypu vici biotrofnimu patogenu O. neolycopersici. U rajcete
patogenu byla pouze 21 pum, druhého vldkna 101 pm a tfetiho vlakna 38 pum. Tento
vysledek potvrzuje zvySené rezistentni vlastnosti tohoto genotypu vuci patogenu.
U genotypu S. chmielewskii byla primérna délka druhého vlakna oproti S. lycopersicum
cv. Amateur vyrazné niz$i (117 pum). Priméma délka tietiho kli¢niho vlakna se
vyznamné neliSila u jednotlivych genotypu (63-75 um) s vyjimkou S. habrochaites
(38 um). U S. lycopersicum cv. MicroTom byla délka prvniho i druhého vlakna
patogenu v podstaté srovnatelna s primérnou délkou vldkna patogenu vyvijejiciho se na
listovych discich S. habrochaites. Délka tfetiho vlakna byla naopak srovnatelna

s délkou tietiho vlakna patogenu vyvijejiciho se na genotypu S. chmielewskii.

m1.vldkno ®2.vlékno 3. vlakno 24 hpi

45
40
35 I I |

30 T
25 1
20

=

S. lycopersicum S. chmielewskii S. habrochaites S. lycopersicum
cv. Amateur cv. MicroTom

Délka vlaken (um)

Genotypy

Obr. 25: Primérna délka kli¢nich vldken patogenu po inokulaci listovych diski jednotlivych
genotypu Solanum spp. 24 hpi.
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Obr. 26 : Primérna délka kli¢nich vlaken patogenu po inokulaci listovych diskd jednotlivych
genotypu Solanum spp. 48 hpi.

Pfi procentudlnim srovnani kli¢ivosti konidii bylo podle oc¢ekavani stanoveno, ze
nejvice naklicenych konidii patogenu bylo detekovano na listovych discich citlivého
genotypu S. lycopersicum cv. Amateur, méné u S. chmielewskii a nejméné u
rezistentniho kultivaru S. habrochaites (Obr. 27). Uroveii rezistence genotypu S.
lycopersicum
cv. MicroTom na zaklad¢ tohoto sledovaného parametru 24 hpi je mezi genotypy
S. habrochaites a S. chmielewskii. 48 hpi byl pocet naklicenych konidii na listech
genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom srovnatelny s poctem na genotypu

S. chmielewskii.

mS. lycopersicum cv. Amateur = S. chmielewskii

m S, habrochaites m S, lycopersicum cv. MicroTom
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Obr. 27: Srovnani kli¢ivosti konidii na listovych discich jednotlivych genotypt Solanum spp.
24 hpi a 48 hpi.
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Vsechny tfi sledované parametry, které¢ byly stanovené 24 a 48 h po inokulaci
listovych diskd tfi standardn€¢ studovanych rajéatovych genotypl patogenem
O. neolycopersici, tj. kli¢ivost konidii, pocet vytvoienych kli¢nich vlaken patogenu
a jejich délka, odpovidaji vysledkiim publikovanym ve studii Mli¢kova et al. 2004
a Piterkova et al. zroku 2011. Vysledky fytopatologické studie realizované v ramci
feSeni predlozené bakalatské prace tedy potvrdily charakterizaci vybranych genotypt
Solanum spp. na zaklad¢ jejich rezistentnich vlastnosti k patogenu O. neolycopersici.
Genotyp S. lycopersicum cv. Amateur je citlivy, S. chmielewskii stfedné rezistentni
a S. habrochaites rezistentni genotyp (Obr. 28 A-D, 29 A-D). Na zéaklad¢ porovnani
hodnot vySe uvedenych parametri je mozné zafadit genotyp S. lycopersicum
cv. MicroTom jako stfedné rezistentni, podobné jako S. chmielewskii. Zajimavé je, ze
vyvoj patogenu v Casnych hodindch po inokulaci (24 hpi) je nejvyrazngji zpomalen
pravé u nov¢é charakterizovaného genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom, ktery
vykazuje rezistentnéjsi vlastnosti v porovnani s genotypem S. habrochaites kratce po
inokulaci. 48 hpi se vyrazn&ji projevuji obranné schopnosti genotypu S. habrochaites

a genotyp S. lycopersicum cv. MicroTom vykazuje pouze stiedné rezistentni vlastnosti.
A) B)
-

Obr. 28: Konidie patogenu 24 hpi na listovych discich genotypu. A) S. lycopersicum cv.
Amateur, B) S. chmielewskii, C) S. habrochaites, D) S. lycopersicum cv. MicroTom.
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100 pm

Obr. 29: Konidie patogenu 48 hpi na listovych discich genotypu. A) S. lycopersicum cv.
Amateur, B) S. chmielewskii, C) S. habrochaites, D) S. lycopersicum cv. MicroTom.

4.2. Vliv elicitind na vyvej patogenu Oidium neolycopersici na listech Solanum
lycopersicum cv. MicroTom

Dalsim cilem experimentdlni casti prace bylo sledovat vliv aplikace vybranych
elicitint (infestinu, kryptogeinu a oligandrinu) na vyvoj patogenu O. neolycopersici na
listovych discich genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom. Do lista byly vpraveny,
metodou nasavani fapikem listu, elicitiny o koncentraci 100 nM, v piipadé kontrolniho
vzorku se jednalo pouze o destilovanou vodu. 48 hodin po aplikaci elicitini byly listy
inokulovany patogenem. Po dalSich 48 h byly z listl pfipraveny disky a po zviditelnéni
patogennich struktur bylo provedeno fytopatologické vyhodnoceni. Vliv elicitinii na
vyvoj patogenu by vyhodnocen na zakladé srovnani zastoupeni konidii s jednim, dvéma
a ttemi vlakny, srovnanim primérné délky klicnich vlaken a kli¢ivosti konidii. Interval
48 hodin po inokulaci patogenem byl zvolen z divodu 1épe patrnych, vétsich rozdila ve
vyvoji patogennich struktur, jak popisuje studie Mlickové et al., z roku 2004 a je ziejmé

z vysledkti vyse uvedené fytopatologické studie. Grafické vyhodnoceni stanovenych
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parametrii je doplnéno reprezentativni fotodokumentaci konidii patogenu na listech
osetfenych jednotlivymi elicitiny.

Po aplikaci elicitini nebyla prokdzana inhibice vyvoje patogenu u genotypu
S. lycopersicum cv. MicroTom (Obr. 30). U celicitovanych vzorkt bylo oproti
kontrolnimu vzorku pozorovéno zvysSeni procentudlniho zastoupeni konidii se tfemi
vlakny,

a zaroven snizeni poctu konidii pouze s jednim kli¢icim vlaknem. Nejmensi efekt na
urychleni vyvoje patogenu m¢l elicitin infestin. V piipadé aplikace infestinu byl pocet
stanovenych konidii sjednim a tfemi naklicenymi vlakny vys§i v porovnani
s kontrolnim vzorkem. Plsobeni kryptogeinu a oligandrinu na vyvoj patogenu bylo

témér srovnatelné.

® Konidie s 1 vlaknem = Konidie se 2 vlakny ® Konidie se 3 vlakny
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Obr. 30: Zastoupeni konidii s jednim, dvéma a tfemi vlakny u genotypu S. lycopersicum
cv. MicroTom po aplikaci elicitini a nasledné inokulaci patogenem.

Pii sledovani primérné délky jednotlivych vlaken v zavislosti na vlivu aplikace
elicitinli byla zaznamenana ve vSech ptipadech vétsi primérna délka kli¢nich vldken
patogenu vyvijejiciho se na listech oSetfenych elicitiny v porovnani s kontrolnimi
vzorky. Nejmensi efekt byl pozorovan v piipadé aplikace infestinu. Nejdel$i kli¢ni
vldkna byla detekovdna na listech oSetfenych oligandrinem. Na rozdil od
predpokladaného efektu aplikace elicitinli na inhibici patogenese l1ze konstatovat, ze za
daného uspotfadani experimentu nebyl vyvoj patogenu v disledku elicitace rostliny

potlacen (Obr. 31, 32 A-D).
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Obr.31: Praimérna délka kli¢nich vlaken patogenu O. neolycopersici u genotypu S. lycopersicum
cv. MicroTom po aplikaci elicitint a nasledné inokulaci patogenem.

A) B)
C) D)

Obr. 32: Konidie patogenu 48 hpi na listovych discich genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom
s aplikaci A) Destilovana voda, B) infestin, C) kryptogein, D) oligandrin.
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Ve studii (Satkova 2016a, pripraveny manuskript) pfi aplikaci 1 ug elicitinu metodou
tlakové infiltrace pfimo do listového pletiva byl prokazan inhibi¢ni efekt oligandrinu
pouze Vv piipadé genotypu S. lycopersicum cv. Amateur na vyvoj patogenu
Phytophthora parasitica a O. neolycopersici. V piipadé genotypu S. habrochaites nebyl
zaznamenan vliv aplikace elicitinu na vyvoj patogenese.V praci Satkova et al. (2016b,
pfipraveny manuskript) byl prokdzan inhibi¢ni vliv oligandrinu i kryptogeinu,
aplikovanych formou inkubace listovych diskti ve 100 nM roztoku elicitini na vyvoj
patogenu
O. neolycopersici u studovanych genotypt S. chmielewskii a S. habrochaites. Nejvétsi
efekt byl detekovan u rezistentniho genotypu S. habrochaites. Kryptogein dokaze
vyvolat lokalni ¢i systémovou rezistenci u rostlin a aktivovat obranné mechanismy vuci
fadé¢ patogent jako je P. parasitica var. nicotianae, Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani a Erysiphe cichoracearum (Bonnet et al., 1996;
Blancard et al., 1998). Bylo prokazano omezeni vyvoje patogenu P. parasitica u tabaku
po aplikaci tohoto elicitinu. (Dokladal et al., 2012). Oligandrin, podle studii Picard et al.
z roku 2000 a Benhamou et al. z roku 2001, vyvolal u rajcete obrannou reakci véetné
zvySeni rezistence vu¢i P. parasitica a Fusarium oxyporum pii aplikaci elicitinu
metodou nasdvani fapikem. Z vySe uvedenych studii je zfejmy vliv zplsobu elicitace
rostliny na nésledny efekt. Vyznamnou roli bude mit redlnd koncentrace elicitinu
Vv listovém pletivu po aplikaci metodou tlakové infiltrace, nasavani fapikem, ptipadné
nasavani pletivem listovych diskd. Svou roli bude mit také schopnost jednotlivych
genotypl v nasem piipadé genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom aktivovat obranné
mechanismy. Pro potvrzeni vlivu zplisobu elicitace, by v nésledujicich experimentech
mél byt porovnan vliv rozdilné aplikace elicitini na vybraném genotypu Solanum spp.
a efekt elicitace u rostlin lisicich se citlivosti na zvoleny patogen, pfipadné porovnat

vliv rizné koncentrace elicitintl.
4.3 Vliv elicitinii na produkci a aktivitu peroxidas

Askorbatperoxidasové izoenzymy tvoii dualezitou antioxida¢ni bariéru vysSich
rostlin, fas a n€kterych druht sinic. Konkrétné pii sekvenaci genomu A. thaliana bylo
zaznamenano 9 genl kodujici APX (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
U rostlin jsou peroxidasy produkované v cytosolu, peroxisomech, chloroplastech

a mitochondriich (Ishikawa et al. 1998, De Leonardis et al., 2000). Nejvyznamnéjsi je

cytosolicka APX, protoZe jako prvni ziskava signal o pisobeni stresoru a je schopna na
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n¢j adekvatné reagovat (odbourdvat ROS) a tim chranit buiiku, poptipadé celé pletivo
(Mittler a Zilinskas, 1992). Pro rostliny je velmi dulezité udrzovat vysoké hladiny
askorbatu, aby byla zachovédna dostatecné antioxidacni aktivita, kterd se dale zvySuje pii
reakci na pusobeni abiotickych a biotickych stresovych faktori, jako je napft. sucho,
teplo, puisobeni patogent ¢i tézkych kovu (Mittler a Zilinskas, 1992; Shigeoka et al.,
2002).

Metodou nativni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu byly detekovany
izoenzymy peroxidas u kontrolnich a elicitovanych vzorkd S. lycopersicum cv.
MicroTom 48 hpi patogenem O. neolycopersici (Obr. 33 A, B). Byl testovan 10 a 12%
polyakrylamidovy gel. Pro nasledujici experimenty byl pouzit 10% gel. Ziskané
vysledky vyhodnoceni relativni intenzity bandli naznacuji, Ze nejvice stimulacni vliv na
produkci peroxidas ma aplikace kryptogeinu piipadné infestinu (Obr. 34 A, B).

Z prvnich pilotnich experimentll je ziejmé, Ze po elicitaci a nasledné inokulaci

patogenem byla detekovana vyssi POX aktivita.
B)

: 2 3 4 1 2 3 4

Obr. 33: Detekce izoenzyml s peroxidasovou aktivitou metodou nativni elektroforézy.
Polyakrylamidovy gel: A) 10%, B) 12%. S. lycopersicum cv. MicroTom po inokulaci
patogenem O. neolycopersici:1) kontrolni list, 2) list po elicitaci infestinem, 3) list po elicitaci
oligandrinem, 4) list po elicitaci kryptogeinem.
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Obr. 34: Vyhodnoceni intenzity signalu (relativni jednotky vztazeny na vzorek 1): A) 10% gel,
B) 12% gel. S. lycopersicum cv. MicroTom po inokulaci patogenem O. neolycopersici:
1) kontrolni list, 2) list po elicitaci infestinem, 3) list po elicitaci oligandrinem, 4) list po
elicitaci kryptogeinem.

Vysledky detekce POX metodou nativni elektroforézy byly potvrzeny méfenim POX
aktivity spektrofotometricky guajakolovou metodou (Obr. 35). Rozdily v aktivité
peroxidas u infikovanych vzorkli v zdvislosti na aplikovaném elicitinu odpovidaji
vysledkim ziskanych pifi elektroforéze. Nejvétsi peroxidasova aktivita byla
zaznamenana ve vzorcich po aplikaci kryptogeinu a infestinu. Infestin zpisobil zvyseni
peroxidasové aktivity témét o 50%, po aplikaci kryptogeinu se produkce peroxidas
zvysila vice nez o 100% oproti kontrolnimu vzorku. ZvySeni peroxidasové aktivity po
aplikaci elicitinli a v disledu patogenese zplsobuje snizeni produkce ROS (Jiang a
Miles, 1993). Zajimavé je, ze aktivita peroxidas v pfipadé ptsobeni oligandrinu byla

srovnatelna s kontrolnim vzorkem.
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Obr. 35: Stanoveni peroxidasové aktivity v listovych extraktech S. lycopersicum cv. MicroTom
po aplikaci elicitini. 48 hpi patogenem O. neolycopersici listi 48 h po oSetfeni elicitiny
(kontrolni vzorek aplikace destilované vody misto elicitintt).

Pro stanoveni zmén POX aktivity po elicitaci a nasledné infekci patogenem byly
metodou nativni elektroforézy stanoveny zmény v zastoupeni izoenzymi a relativni
POX aktivity u vzorkl na zacatku experimentu, 48 h po elicitaci a dale 48 h po néasledné
inokulaci patogenem. Do kontrolnich listti byla aplikovana namisto elicitinu destilovana
voda. Po vyhodnoceni relativni intenzity bandi nebyly patrné u jednotlivych vzorki
vyrazné zmény v produkci peroxidas (obr 36 A-B). Na zaklad¢ vyhodnoceni geli lze
predpokladat moznou kontaminaci jednotlivych vzorkd pfi aplikaci sousednich vzorki
(pouzit hiebinek pro piipravu 15 jamek), coz mohlo vést Kk eliminaci rozdila intenzity
bandii po nativni elektroforéze a vizualizaci POX aktivity. Tento pfedpoklad potvrzuji
jednak vysledky pilotnich experimentdi, kdy bylo na gel nanaSeno men$i mnozstvi
vzorkl (pouzit hiebinek pro ptipravu 10 jamek) a také vysledky stanoveni POX aktivity
guajakolovou metodou.

Pfi stanoveni peroxidasové aktivity (Obr. 37) byly pozorovany vyznamnéjsi rozdily
mezi jednotlivymi testovanymi vzorky V porovnani s vysledky ziskanymi po
vyhodnoceni POX aktivity detekované metodou nativni elektroforézy. Nejvétsi vliv na
stimulaci aktivity peroxidas méla aplikace kryptogeinu a infestinu po inokulaci
patogenem. Je zajimavé, ze aplikace kryptogeinu po 48 h ani po 96 h neméla vliv na
aktivaci POX aktivity, ta byla pozorovana az v pfipad¢ inokulace listi oSetfenych
kryptogeinem. Naopak vyrazné zmény v POX aktivité byla patrné po aplikaci infestinu,
kdy doslo ke stimulaci POX aktivity.
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Obr. 36: Stanoveni peroxidasové aktivity v listovych extraktech S. lycopersicum cv. MicroTom
48 a 96 h po aplikaci elicitind a 48 hpi patogenem O. neolycopersici listd 48 h po oSetieni
elicitiny (kontrolni vzorek -aplikace destilované vody misto elicitinll). A) Nativni elektroforéza
s detekci peroxidasové aktivity, B) vyhodnoceni intenzity signalu bandi po nativni
elektroforéze (relativni jednotky — vztazeno na vzorek 1). Vzorek 1) Kontrola - 0 h; 48 h po
aplikaci: 2) vody — kontrola, 3) infestinu, 4) kryptogeinu, 5) oligandrinu; 96 h po aplikaci:
6) vody — kontrola, 7) infestinu, 8) kryptogeinu , 9) oligandrinu; 48 hpi patogenem
O. neolycopersici listt 48 h po aplikaci (tj. 96 h po zahajeni experimentu) 10) vody — kontrola,
11) infestinu, 12) kryptogeinu, 13) oligandrinu.
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Obr. 37: Stanoveni peroxidasové aktivity guajakolovou metodou. Vzorek 1) Kontrola - 0 h; 48 h
po aplikaci: 2) vody — kontrola, 3) infestinu, 4) kryptogeinu, 5) oligandrinu; 96 h po aplikaci:
6) vody — kontrola, 7) infestinu, 8) kryptogeinu , 9) oligandrinu; 48 hpi patogenem
O. neolycopersici listt 48 h po aplikaci (tj. 96 h po zahajeni experimentu) 10) vody — kontrola,
11) infestinu, 12) kryptogeinu, 13) oligandrinu.

Podobné jako v piipadé naSich pilotnich experiment ve studii Bariya et al. (2011)
bylo detekovano zvyseni aktivity antioxida¢nich enzymut (POX , ale také SOD a CAT)
Vv pribéhu prvnich tii dnli po elicitaci purifikovanym infestinem, pfipadné filtratem
houbové kultury P. infestans s infestinem do listi Solanum tuberosum. Rychlost zvyseni
enzymové aktivity byla nejvySsi v pfipadé aplikace purifikovaného infestinu oproti
filtratdm. Vyssi peroxidasova, polyfenoloxidasova a fenylalaninamonniaklyasova
aktivita byla namétena po elicitaci oligandrinem v prubéhu infekce patogenem Botrytis
cinerea u rajcete Solanum lycopersicum HeZuo903 p (Lou et al., 2011) Edreva et
al.(2002) se zaméfil na studium peroxidasové, B-1,3-glukanasové a B-glukosidasové
aktivity u tabaku cv. Xanthi po aplikaci B-kryptogeinu. V prabéhu prvnich tii dnt byla
zaznamenana vyznamné zvySena aktivita peroxidas (asi o 630% vysSi) oproti

kontrolnim rostlinam.

4.4. Vliv aplikace elicitini na produkci Hsp 70

Hsp70 (heat shock protein 70) predstavuji skupinu vysoce homolognich proteint,
které se vyskytuji v ur¢it¢ podobé v bunikach vSech organismi. Funguji jako
molekularni chaperony, které ovliviluji proteinové konformace tim, ze napomahaji
opétovnému sbaleni polypeptidii a to pfedevSim pii piisobeni stresorti jako je teplo
anebo chemické latky (Hartl et al., 1992). Hsp70 se po vazbé ATP dostava do oteviené

konformace, v niz je schopen vazat hydrofobni ¢asti Spatné€ slozenych proteint.
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Nasledné dochdzi k hydrolyze ATP a uzavieni chaperonového komplexu, tak dostava
protein moznost sbalit se do spravného prostorového uspotradani (Lodish et al., 2004).
Hsp70 se déle podili na transportu bilkovin do plastidii a mitochondrii, kde dochazi ke
spravnému prostorovému usporadani proteinti s vyuzitim zde lokalizovanych Hsp70
(Vierling, 1991).

Hsp70 jsou produkovany i za fyziologickych podminek, kdy v pfipadé vystaveni
organismu pusobeni stresovych faktorti (napi. teplotnimu Soku, suchu, vysoké
koncentraci soli) dochazi ke zvySené akumulaci Hsp70 v buice (Vierling, 1991). Kromé
toho se Hsp70 ucastni také ABA-dependentnich reakci nebo vyvoje chloroplasti
(Clement et al., 2011). Tyto proteiny navic hraji vyznamnou roli v pfipadé zvySovani
rezistence rostlin vic¢i patogenim, jak bylo prokdzéno napi. u tabdku pfi patogenesi
Pseudomonas chicorii, nebo v piipad¢ A. thaliana bakterialni ¢i oomycetové infekce
(Kanzaki et al., 2003; Noel et al., 2007).

Pro detekci zmén v produkci Hsp70 vlivem elicitace a inokulace patogenem
O. neolycopersici byly pouzité vzorky odebrané v ¢asovych intervalech 48 a 96 h po
aplikaci elicitini a 48 h po nasledné inokulaci patogenem listi (inokulace 48 h po
elicitaci). Na zakladé vyhodnoceni relativni intenzity bandli (vztazeno na kontrolni
vzorek ¢. 2) byla prokazana zvySena produkce Hsp70 po elicitaci a po nasledné
inokulaci patogenem. 48 h po elicitaci byla detekovana zvySena produkce zejména po
elicitaci oligandrinem a infestinem. 96 h po elicitaci byla hladina Hsp70 nejvyssi u listd
oSetfenych infestinem a kryptogeinem. Vyznamné zvySena produkce Hsp70 byla
detekovana po inokulaci O. neolycopersici listd 48 h po elicitaci vSemi testovanymi
elicitiny, v porovnani s kontrolnim vzorkem, kdy misto elicitini byla aplikovana do
listu pouze voda (Obr. 38 A-B).

Produkci Hsp70 v zavislosti na rtiznych stresovych faktorech (bez puisobeni elicitinti)
studovala Piterkova et al. (2013) na listovych discich genotypt S. lycopersicum cv.
Amateur a S. chmielewskii, kdy produkce Hsp70 po samotné inokulaci patogenem
nebyla pfili§ vyrazna, coz koresponduje s naSimi vysledky (viz kontrolni vzorek), ale
pusobenim kombinace teplotniho stresu a soucasné inokulace patogenem doslo

K intenzivnéjsi akumulaci HSP70.
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Obr. 38: Stanoveni Hsp70 metodou Western blot v listovych extraktech S. lycopersicum
cv. MicroTom 48 a 96 h po aplikaci elicitinti a 48 hpi patogenem O. neolycopersici lista 48 h po
osetfeni elicitiny (kontrolni vzorek - aplikace destilované vody misto elicitini).
A) Imunodetekce Hsp70, B) vyhodnoceni intenzity signalu bandt po imunodetekci Hsp70
(relativni jednotky — vztazeno na vzorek 2). Vzorek 1) Standard Hsp70 (0,2 pg/ml), 2) Kontrola
- 0 h; 48 h po aplikaci: 3) vody — kontrola, 4) infestinu, 5) kryptogeinu, 6) oligandrinu; 96 h po
aplikaci: 7) vody — kontrola, 8) infestinu, 9) kryptogeinu , 10) oligandrinu; 48 hpi patogenem
O. neolycopersici lista 48 h po aplikaci (tj. 96 h po zahajeni experimentu) 11) vody — kontrola,
12) infestinu, 13) kryptogeinu, 143) oligandrinu.

4.5. Vliv aplikace elicitini na expresi genu pro S-nitrosoglutathionreduktasu a na
aktivitu tohoto enzymu

GSNOR patii do skupiny alkoholdehydrogenas tiidy III, pro které je charakteristicka
vysoka afinita vi¢i alkoholim s del§im fetézcem (Staab et al., 2008). Tento enzym se
uplatiiuje  zejména v regulaci hladiny  S-nitrosothioli a pii katabolismu
S-nitrosoglutathionu, ¢imzZ se aktivné zapojuje do metabolismu NO a RNS (Benhar et
al., 2009). Krom¢ toho se GSNOR tcastni obrannych mechanismi vici abiotickym

stresovym faktorim a mechanismu termotolerance a adaptace rostlin na vysoké teploty

70



(Lee et al., 2008). GSNOR je zapojena i v obrannych mechanismech vi¢i patogentim,
jak prokazala napt. studie Rusterucci et al. (2007), kdy transgenni izolat A. thaliana se
snizenou hladinou GSNOR vykazoval vyss§i odolnost vii¢i Peronospora parasitica, coz
zaroven koreluje s vyssi hladinou intracelularnich S-nitrosothioli a aktivaci PR-1 gent.
Bylo prokazano, ze GSNOR hraje dtilezitou roli pfi dalSich bakteridlnich ¢i houbovych
infekcich (Leterrier et. al. 2011).

Soucasti experimentdlni C¢asti prace byla realizace orientatnich — pilotnich
experimentti zaméfenych na detekci aktivity GSNOR a expresi genu kddujiciho enzym
GSNOR, ktery se podili na regulaci homeostazy NO a dalsich RNS, ve vztahu k reakci
rostliny na elicitaci a naslednou inokulaci patogenem. Pii detekci genové exprese
GSNOR pomoci PCR metody a agarosové elektroforézy (jako housekeepingovy
(provozni) gen byl pouzit elongaéni faktor EF-1a) Vv ptipadé kontrolnich experimentd u
S. lycopersicum cv. MicroTom byl detekovan cca 20% pokles genové exprese, coz
mize byt spojeno s mechanickym poskozenim rostliny (ufiznuti listd) (Obr. 39).
Podobné v praci Achkor et al. (2003) pii studiu GSNOR zjistili, Ze dochazi ke snizeni
exprese genu pro GSNOR v piipadé mechanického poskozeni rostliny. 48 h po elicitaci
jsme pozorovali vyznamny pokles exprese genu pro GSNOR. Pfi elicitaci kryptogeinem
se jednalo az o az 60% snizeni exprese. Nasledné, 96 h po elicitaci, bylo zaznamenano
zvySeni exprese GSNOR V porovnani s hodnotami stanovenymi 48 h po elicitaci.
V ptipad¢ aplikace oligandrinu byla exprese genu pro GSNOR 96 h po elicitaci
srovnatelna s kontrolnim vzorkem pii zahajeni experimentu. V piipad€é inokulace
patogenem 96 h po zahgjeni experimentu jsme detekovali u kontrolnich vzorkl zvySeni
exprese GSNOR. Infekce patogenem se v ptipadé elicitovanych listd naopak projevila
poklesem genové exprese, ktery byl nejvyrazngjsi v piipadé elicitinii infestinu a
kryptogeinu (Obr. 40).

Poslednim ze serie pilotnich experimentli v rdmci experimentalni casti bakalarské
prace bylo stanoveni aktivity enzymu GSNOR po inokulaci patogenem O.
neolycopersici lista rajéete 48 h po elicitaci. Zmény v expresi genu pro GSNOR 96 h po
zahajeni experimentu koresponduji se zménami GSNOR aktivity v listech S.
lycopersicum cv. MicroTom po elicitaci infestinem a kryptogeinem a nasledné inokulaci
patogenem. V piipad¢ vzorku oSetfeného oligandrinem byla detekovéna vyssi aktivita
GSNOR v porovnani s kontrolnim experimentem. Studiem vlivu Kkryptogeinu na

aktivitu GSNOR u Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi se zabyvala ve své diplomové praci
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Jendrisakova (2015), kdy po aplikaci kryptogeinu u neinokulovaného vzorku

zaznamenala pokles enzymové aktivity.
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Obr. 39: Stanoveni zmén v expresi genu pro GSNOR v listech S. lycopersicum cv. MicroTom
48 a 96 h po aplikaci elicitini a 48 hpi patogenem O. neolycopersici listi 48 h po osetieni
elicitiny (kontrolni vzorek - aplikace destilované vody misto elicitinii). A) Agarosova
elektroforesa po PCR. B) Vyhodnoceni relativni exprese po vztazeni na housekeepingovy
(provozni) gen - elongacéni faktor EF-1a. Vzorek 2) kontrola - 0 h, 3) 48 h po aplikaci vody,
4) 96 h po aplikaci vody, 5) 96 h po aplikaci kryptogeinu a 48 h po inokulaci O. neolycopersici
6) 48 h po aplikaci kryptogeinu, 7) 96 h po aplikaci kryptogeinu , 8) 96 h po aplikaci
kryptogeinu a 48 h po inokulaci O. neolycopersici, 9) 48 h po aplikaci oligandrinu, 10) 96 h po
aplikaci oligandrinu, 11) 96 h po aplikaci oligandrinu a 48 h po inokulaci O. neolycopersici, 12)
48 h po aplikaci infestinu, 13) 96 h po aplikaci infestinu 96 h, 14) 96 h po aplikaci infestinu a 48
h po inokulaci O. neolycopersici.
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Obr. 40: Stanoveni aktivity GSNOR. 48 h po inokulaci patogenem O. neolycopersici listd S.
lycopersicum cv. MicroTom 48 h po elicitaci kryptogeinem, oligandrinem a infestinem.
(Uvedeny relativni hodnoty po vztaZeni na aktivitu v kontrolnim listu v ¢as 0, tj. zahajeni
experimentu).
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5. Zavér

Predlozend bakalaiska prace byla zejména zaméiena na fytopatologickou studii
s cilem stanovit citlivost/rezistenci genotypu Solanum lycopersicum cv. MicroTom na
patogen Oidium neolycopersici a vliv elicitace kryptogeinem, oligandrinem a infestinem
na vyvoj patogennich struktur Oidium neolycopersici. Tato studie byla doplnéna
pilotnimi experimenty zaméfenymi na detekci peroxidasové aktivity, stanoveni
produkce Hsp70 a detekci exprese a aktivity GSNOR. Cilem této ¢asti bylo ziskat
orienta¢ni vysledky vlivu elicitace na dané parametry a sezndmit se s Sirokou Skalou
experimentalnich metod, které budou vyuzivany v rdmci feSeni nasledné diplomové
prace.

Z vysledku a diskuse prace vyplyvaji nasledujici zavéry:

e Genotyp S. lycopersicum cv. MicroTom lze zafadit mezi stfedné rezistentni

genotypy vici patogenu Oidium neolycopersici.

e Aplikace elicitind podpofila rist patogenu v ptipadé genotypu S. lycopersicum cv.

MicroTom.

e Byl pozorovan vyrazny vliv infestinu na zvyseni peroxidasové aktivity. Po inokulaci
patogenem byla vySsi peroxidasova aktivita detekovana u vzorkll po elicitaci

infestinem a kryptogeinem ve srovnani s oligandrinem a kontrolnim vzorkem.

e Aplikace elicitinli vyrazné aktivovala produkci Hsp70, kterd byla dale zesilena

vlivem infekce O. neolycopersici.

e Vlivem mechanického poskozeni byla potlacena exprese GSNOR.

e Po elicitaci kryptogeinem, infestinem i oligandrinem byl zaznamenan pokles

exprese genu pro GSNOR.

e Po inokulaci patogenem O. neolycopersici po elicitaci kryptogeinem a infestinem
byl pozorovan pokles aktivity GSNOR. Naopak v piipad€ kontrolnich vzorkd a po

elicitaci oligandrinem byla aktivita GSNOR zvysena.
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V ramci nasledujici studie bude porovnan vliv zplisobu elicitace (nasavani, tlakova
infiltrace) rostliny a vliv koncentrace pouzitého elicitinu na rezistenci u vybranych
genotypt Solanum spp. Pro potvrzeni vlivu elicitace v nasledujicich experimentech
bude porovnan efekt elicitace u rostlin liSicich se citlivosti na zvoleny patogen.

V praci se zaméfime na studium ulohy a zapojeni GSNOR v regulaci obrannych
mechanisml po elicitaci a pfipadné i nasledné infekci patogenem. S cilem sledovat
vzajemné vazby mezi regulaci hladiny ROS a RNS na Grovni S-nitrosylace kli¢ovych
enzymu regulujicich aktivity enzym podilejici se na produkei ROS, piipadné RNS.
Vychazet budeme z praci (Corpas et al., 2013; Yu et al., 2014; Begara-Morales et al.,
2015; Gong et al., 2015).
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Obr. 41. Uloha S-nitrosylace v regulaci hladiny reaktivnich forem kysliku (pfevzato z Corpas et
al., 2013; Yu et al. 2014; Begara-Morales et al., 2015; Gong et al., 2015).
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7. Seznam pouzitych zkratek
AA/BIS akrylamid-N,N-bisakrylamid

Ab protilatka
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ADH3 alkoholdehydrogenasy ttidy 111

AgNO3 dusic¢nan stiibrny

APS adenosin-5-fosfosulfat

APX askorbatperoxidasa

AsA askorbat

BSA hovézi sérovy albumin

BTH S-methylester kyseliny benzol [1,2,3]-thiadiazol-7-karbothioové
CAT katalasa

CdCI2 chlorid kademnaty

calcium-dependent protein kinase
(vapnikoveé-dependentni proteinkinasa)
DAG 1,2-diacylglacerol

damage-associated molecular patterns

CDPK

DAMPs (s poskozenim spojené molekularni struktury)

DHA dehydroaskorbat

DTT dithiothreitol

ECM extracelularni matrix

EFla transkripéni faktor

ETC elektronovy transportni fetézec

ETI effector - triggered immunity (efektorové vyvolana imunita)

ETS effector-triggered susceptiblity (efektorové vyvolana citlivost)

GSH glutathion (redukovana forma)

GSNO S-nitrosoglutathion

GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa

GSSG glutathion (oxidovana forma)

GTP proteiny proteiny vazajici guanosintrifosfat

H,0, peroxid vodiku

HA hydroxylamin

HMGSH S-(hydroxymethyl)glutathion

HR hypersenzitivni reakce

HRGPs glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin

HSP70 heat shock protein 70, protein teplotniho Soku

INF infestin

IP3 inositol-1,4,5-trifosfat

JA jasmonic acid (kyselina jasmonova)

LRR leucin-rich repeat ( opakujici sesekvence bohata na leucin)

LTP lipid tranfer proteins (proteiny prenasejici lipidy)

MAMPs mic_robe—_associated_ molecular patterns
(mikrobialné-asociované molekularni struktury)

MAPK mitogenové-aktivovana proteinkinasa

MDHA monodehydroaskorbat

NADH nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH oxidasa ~ NADPH oxidasa

NBS nucleotide-binding site (vazebné misto pro nukleotidy)

nucleotide-binding site leucine-rich repeat (proteiny s opakujici se sekvenci

NBS-LRR proteins bohatou na leucin, ktera tvofi vazebné misto pro nukleotidy)
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NBT-BCIP
NiNOR
NO

NO*

NO*

PAMPs

PGIP proteins

pl
PKC
PM NO reduktasa

PMSF

PR protein
PRRS

Prx Il E
PTI
RBOHD
RNS
ROS

SA

SAR
SDS

SDS-PAGE

SOD
SPOX
TEMED
TPX1
TTBS
UP

nitroterazolium Blue chlorid ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-fosfatem
nitrit-NOreduktasa

oxid dusnaty

nitrosoniovy ion

radikal oxidu dusicitého

dusitanovy anion, nitrit

dusi¢nanovy anion, nitrat

syntasy oxidu dusnatého

protein 1 asociovany s NO

cytosolickd nitratreduktasa

nitratreduktasa

non-symbiotic hemoglobins (nesymbiotické hemoglobiny)
superoxidovy radikal

singletovy kyslik

hydroxylovy radikal

kyselina dusi¢na

peroxynitritovy anion

polyamin

phenylalanine ammonia lyasa

pathogen -associated moleculer patterns
(patogenové-asociované molekularni struktury)
polygalacturonase-inhibiting proteins

(proteiny inhibujici polygalaktouronasu)

isoelektricky bod

proteinkinasa C

NO reduktasa vazana na plasmatickou membranu
phenymethylsulfonylfluorid
3-hydroxy-4-[2-sulfo-4-(sulfo-fenylazo)fenylazo]-2,7-naftalen-disulfonova
kyselina

patogenesis related protein (s patogenesi souvisejici protein)
pathogen recognition receptor structures

( struktury receptoru rozpoznavajici patogen)
peroxyredoxin Il E

pathogen-triggered imunity (imunita vyvolana patogenem)
respiratory burst oxidase homologues; NADPHoxidasa
reactive nitrogen species (reaktivni formy dusiku)

reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

salicylic acid, kyselina salicylova

systémove ziskana rezistence

dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného

superoxiddismutasa

syringaldazinperoxidasa

N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin
thioredoxinperoxidasa

tween s TBS
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ultrafialové zareni
hmotnost na objem
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