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Abstrakt

Reaktivne formy kyslika (ROS) s nielen toxickymi medziproduktami aerébneho
metabolizmu ale taktiez zastdvaju signdlnu funkciu. Pri napadnuti rastliny patogénom
dochadza po jeho rozpoznani rastlinnou bunkou k rade procesov vratane zvySenej
produkcie ROS. Hlavnym zdrojom ROS je v tomto pripade NADPHoxidaza, ktora je
aktivovana predovsetkym fosforylaciou a interakciou s vapenatymi ionmi.

Elicitiny s proteiny o nizkej molekulovej hmotnosti produkované patogénnymi
oomycétami rodu Phytophthora a Pythium, schopné indukovat' obranné reakcie
rastlin. V predloZenej praci bol studovany vplyv elicitinov kryptogeinu (CRY), a jeho
mutantnej formy CRY K13V, infestinu (INF) ajeho mutantnej formy INF
V13K/A14T na produkciu ROS a porovnanie nekrotickych ucinkov na bunkovi
suspenziu Nicotiana tabacum L cv. Xanthi. Mutacie v primarnej Struktare
Studovanych elicitinov su cielené na kladne nabity lyzin, ktorého pritomnost je
rozhodujtca pre biologické vlastnosti tychto proteinov. Kryptogein, bazicky elicitin
s lyzinom v polohe 13, vykazuje vyssi nekroticky ucinok v porovnani s infestinom.
Mutacia u CRY viedla K priblizeniu sa vlastnosti bazického elicitinu k vlastnostiam
typickym pre kyslé formy a naopak u mutacie INF bolo pozorované priblizenie sa
vlastnostiam bazickych elicitinov.

V praci bol dalej postdeny vplyv elicitinov v kombinédcii s blokdtorom
vapnikovych kanalikov, chloridom lantanitym, vzhl'adom na Zivotnost' tabakovych
buniek, produkciu ROS azmeny vich hladinach. Vplyv LaCls u elicitovanych
tabakovych buniek, bol sledovany nielen na produkciu ROS (vratane zmien v expresii
NADPH oxidazy), ale tiez na ich metabolizmus, konkrétne na zmeny v aktivitich
antioxida¢nych enzymov. Z vysledkov vyplyva, Ze chlorid lantanity sposobil zniZenie
nekrotickych tc¢inkov elicitinov, a potlacil produkciu ROS.
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Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are toxic intermediates of an aerobic metabolism and
moreover they are important signal transducers. During pathogen attack, plant cells
recognize a pathogen and the recognition leads to trigger of several processes,
including production of ROS. In these conditions, the main source of ROS is NADPH
oxidase, which is primarly activated by phosphorylation and interaction with calcium
ions.

Elicitins are proteins with a low molecular weight, which are produced
by pathogenic oomycetes of Phytophthora and Pythium species, with a capacity
to induce plant defence responses. In the bachelor thesis, the influence of elicitin
cryptogein (CRY) and its mutant form CRY K13V, infestin (INF) and its mutant form
INF V13K/A14T were examined on ROS production and elicitins necrotic effects
on tobacco cells Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi were compared. Mutation
in elicitins primary structure is directed on lysine, a positively charged residue, that is
crucial for elicitins biological activity. Cryptogein, basic elicitin having lysine
at position 13, shows a higher necrotic effect in contrast to the infestin. The mutation
in CRY structure led to features typical for acidic forms. On the contrary, the mutation
in INF structure partly confers characteristics of basic elicitins.

The second goal of the experimental part of the thesis was the study of effect of the
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Ciele prace:

Ciel'om teoretickej Casti prace je literarna reSers, zhritujuca:

1.

no

najnovsie poznatky o obrannych reakciach rastlin v systéme rastlina - patogén

charakteristiku elicitorov so zameranim na elicitiny

signalne drahy spustené v rastlinnej bunke po rozpoznani elicitinu so zameranim
. s g 2+ , .

na signalizaciu Ca“’, vratane ovplyvnenia

metabolizmu reaktivnych foriem kyslika (ROS)

regulacia Ca** signalizacie fosfolipidovym metabolizmom so zameranim

na fosfolipazu C.

Cielom experimentalnej Casti prace je Stadium:

1.

vplyvu blokatorov Ca?* kanalikov po aplikécii elicitinov u tabakovej bunkovej
kultary vzhl'adom na Zivotnost’ buniek

zmien priebehu produkcie ROS po aplikacii blokatoru Ca®* kanalikov
u elicitovanych tabakovych bunkéch

zmien v hladinich ROS a hROS u elicitovanych tabakovych bunkach
a v kombindcii s aplikaciou blokatorov Ca®* kanalikov

stadium zmien v metabolizme ROS po aplikécii elicitinov a blokatoru Ca?*

kanalikov, zameranie na antioxidacné enzymy



1 UVOoD

Rastliny st pocas svojho zivota nutené odolavat’ nepriaznivym vplyvom prostredia,
ktoré mézeme oznacit’ ako stresové faktory. Buchanan et al. (2000) definuju stres ako
vonkajSie podmienky, ktoré nepriaznivo ovplyviiuji rast, vyvin alebo produktivitu
rastlin. Smith et al. (2010) oznaCuju ako stresujuce prostredie také, ktoré je
nepriaznivejSie v porovnani s optimalnym prostredim pre rast, zatial' ¢o Taiz a Zeiger
(2010) popisuju stres ako znevyhodnujuci vplyv vyvijany na rastliny vonkaj$imi
abiotickymi a biotickymi faktormi.

Jeden z biotickych stresovych faktorov predstavuje napadnutie patogénmi, ktoré
vyuzivaju rozne stratégie prekondvajice obranu rastliny. Rastliny na rozdiel od
zivo¢ichov nemaju typicky imunitny systém s bunkami zodpovednymi za rozpoznanie
cudzorodych latok a spustajuce imunitni odpoved. Namiesto toho st zavislé
na vrodenej imunite kazdej bunky pletiva a na systémovych signaloch vychadzajucich
Z infikovanych miest. Po napadnuti patogénom st schopné spustit’ vlastné obranné
mechanizmy, ktoré v niektorych pripadoch mo6zu viest aj k zapamitaniu
predchadzajtcej infekcie (Jones a Dangl, 2006).

Obranné reakcie rastlin mozu byt aktivované posobenim tzv. elicitorov, ktoré patria
medzi signalne zluc¢eniny. Do rozmanitej rodiny elicitorov radime i zluceniny
oznacované ako elicitiny, proteiny 0 nizkej molekulovej hmotnosti patogénnych
oomycét Phytophthora a niektorych druhov rodu Pythium (Panabiéres et al., 1997).
Elicitiny po naviazani na receptory alebo vysokoafinitné miesta plazmatickej membrany
rastlinnej bunky spust’aji signalne drahy veduce k produkcii latok vratane reaktivnych
foriem kyslika (ROS) a oxidu dusnatého (NO), ktoré sa podielaji na vyvolani
hypersenzitivnej reakcie charakterizovanej bunkovou smrtou VvV mieste napadnutia.
Hlavnym producentom ROS u tabaku, Nicotiana tabacum, je integralny enzym
cytoplazmatickej membrany, NADPHoxidaza (EC 1.6.3.1.), ktora je okrem iného
aktivovana Ca®" ionmi (Garcia-Brugger et al., 2006). Ca?* ako druhy posol ma velky
vyznam v mnozstve fyziologickych a indukovanych procesov ako st napriklad obranné
reakcie. Koncentracia cytosolického vapnika je aktivne udrziavana na nizkej Grovni
azvysuje sa na urCité podnety. Uvolnenie vapnika z intracelularnych zasob zavisi,
okrem iného, od fosfolipazy C, ktorej enzymovou aktivitou vznikaji produkty

interagujuce s Ca’* kanalikmi (Singh et al., 2015).



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Obranné reakcie rastlin

Podl'a podstaty interakcie rastlina-patogén sa daju rozliSit' dva hlavné typy odolnosti
rastlin, a to hostitel'ska a nehostitel'ska rezistencia, ako dosledok odpovede rastlinnej
imunity. V klasifikacii rezistencie je rozhodujuca adaptacia patogénu na dany druh
rastliny. Uplatnené mechanizmy rezistencie sa lisia podl'a typu patogénu a rastlinného
druhu. Hostitel'ska rezistencia sa uplatiiuje proti patogénu adaptovanému na rastlinného
hostitel’a, zatial’ ¢o nehostitel'ska na vSetky ostatné, neadaptované, patogény (Gill et al.,
2015).

Medzi rastlinou a patogénom modze byt vztah dvojakého typu. Nekompatibilny
vztah existuje medzi nehostitelskou rastlinou a neadaptovanym patogénom.
Nedochadza k ochoreniu, pretoze rastlina patogén rozpozna a uplatnené obranné
mechanizmy uspesne potlacia infekciu. Kompatibilny vztah existuje medzi hostitel'skou
rastlinou a patogénom. Rastlina nie je schopna rozpoznat’ patogén alebo reaguje prilis
pomaly a dochadza k ochoreniu (Garcia-Brugger et al., 2006).

V dynamickych interakcidch rastlin a patogénov mé urcujici vyznam selekény tlak.
Rastlina sa stava hostitelom alebo nehostitelom patogéna na zaklade rozdielnych

geneticky podmienenych vlastnosti oboch ztcastnenych stran (Barrett et al., 2008).

2.2 Zig-Zag model

Zig-Zag model popisuje v Styroch fazach priebeh imunitnej odpovede spustenej
interakciou rastliny a patogénu, vratane protiitoku patogénu (obr. 1). Zobrazuje
kompatibilny i nekompatibilny vztah medzi hostitelom a patogénom, a taktiez
znazoriiuje princip koevolucie, t.j. proces vzajomného prisposobovania sa, vV tomto

pripade, patogénov a rastlin (Jones a Dangl, 2006).
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Obr. 1 Zig-Zag model zobrazujici dynamiku interakcii medzi rastlinou a patogénom V 1. faze
(vyznacené zelenou) molekulové vzory asociované s patogénom (PAMP) st rozpoznané vzor
rozpoznavajucimi receptormi (PRR), vysledkom je aktivaicia PAMP spustenej imunity (PTI).
V 2. faze (vyznacené Ciernou) adaptovany patogén svojimi efektormi zmari obranu hostitel’a,
¢o vedie k aktivacii efektorom spustenej nachylnosti (ETS). V 3. faze (zvyraznené ¢ervenou)
hostitel' s génmi rezistencie (R) interaguje s efektormi patogéna a aktivuje sa efektorom
spustend imunita (ETI). V 4. fze (zvyraznené modrou) v ramci koevoltcie dochadza k vyvoju
novych efektorov patogéna a nasledne u rastlin k vyvoju novych R proteinov (upravené podla
Jones a Dangl, 2006).

V prvej faze ttoku patogéna dochadza k jeho rozpoznaniu vdaka molekulovym
vzorom asociovanym s patogénom (PAMP), tiez oznatovanym ako molekulové vzory
asociované S mikrobom (MAMP), ktoré predstavuju charakteristické evoluéne
konzervované znaky mikroorganizmov. Zhladiska funcie ide o elicitory, pretoze
spust’aji imunitnii odpoved’ rastliny. PAMP su rozpoznané vzor rozpoznavajicimi
receptormi (PRR) rastliny, nasledkom ¢oho dochadza k aktivacii PAMP spustenej
imunity (PTI). Existuju dva druhy PRR, ato receptor-like proteiny (RLP) a receptor-
like kindzy (RLK). PTI zabrani dalSiemu postupu patogénu, Co sa prejavi
hypersenzitivnou reakciou (HR) alebo castejSie imunitnd odpoved prebehne
asymptomaticky (Jones a Dangl, 2006).

V druhej faze adaptovany patogén uvolni svoje Specifické molekuly nazyvané
efektory, ktoré zvySuju jeho virulenciu tym, Zze rastline zabraiuju rozpoznat jeho
pritomnost’ prostrednictvom PRR. Efektory st produktami génov avirulencie (Avr)

patogéna. Ulohou efektorov je zdolat’ PTI, ¢o Vv uspe$nom pripade vedie k nachylnosti

3



vyvolanej efektorom (ETS), nasledkom ¢oho dochadza k Sirenu patogéna a rozvoju
infekcie. Rastliny si ale vyvinuli mechanizmy rozpoznavajace efektory patogénov alebo
produkty génov avirulencie prostrednictvom R proteinov. R proteiny s v rastlinach
kodované génmi rezistencie (R). R proteiny sa uplatiuja Vv pripade, ze PTI ako bazalna
obrana nepostacuje na zastavenie infekcie a spust’aju silnej$iu imunitnu odpoved’ (Jones
a Dangl, 2006).

V tretej faze teda dochadza k rozpoznaniu efektora — produkt Avr génov, ktoré moze
byt nepriame alebo priame, najcastejSie prostrednictvom jedného z NB-LRR proteinov
(produkty R génov) pozostavajicich z nukleotid viazucej domény (NB) a domény
bohatej na leucinové repeticie (LRR) s kinazovou aktivitou. Toto vedie k efektorom
spustenej imunite (ETI). ETI je zosilnena obranna PTI odpoved’, pre ktort je typické
prekroc¢enie prahu pre indukciu hypersenzitivnej reakcie spojenej s programovanou
bunkovou smrt'ou a nekrotickym vzhl'adom v mieste infekcie (Dodds et al., 2006).

Prirodzeny vyber vedie patogény k tomu, aby sa vyhli ETI tym, Zze nadobudnt nové
efektory alebo modifikuju tie, ktoré rastlina dokdze rozpoznat. Na druhej strane
selekény tlak u rastlin vedie k novym R proteinom rozpoznédvajicim efektory a ETI
moéze byt znova zapojena do obrany (Karasov et al.,, 2014). Tento proces
prispdsobovania sa nazyva koevolucia (obr. 1). Znakom koevolucie je, ze zGcastnené
strany ¢im dalej, tym viac Specializuji svoje mechanizmy vzajomnej interakcie (Dodds

et al., 2006).

2.3 Nehostitel’ska rezistencia

Prevladajlicim typom obrany je nehostitel'ska rezistencia, tieZ oznaCovand ako
horizontalna, rasovo nespecificka alebo bazalna rezistencia (Kushalappa et al., 2016).
V porovnani s hostiteI'skou rezistenciou posobi proti vSetkym patotypom konkrétneho
druhu patogéna a je pritomna u vsetkych kultivarov druhu rastliny. Tato rezistencia je
viac trvanlivd aje zodpovedna za obranu proti Sirokému spektru potencidlnych
patogénoVv (Heath, 2000).

Neadaptované mikroorganizmy, kam patria nepatogénne mikroorganizmy aj
potencialne patogény, su nositelmi MAMP (Uma et al.,, 2011). Tieto vzory su
rozpoznavané transmembranovymi receptormi réznych tried rastlin nazyvanymi PRR.
Po rozpoznani takéhoto vzoru dochadza k spusteniu PTI. PTI spusta vel'a signalnych
drah, veducich k preprogramovaniu transkripcie génov spojenych s obrannymi

reakciami hostitel'a (Lewis et al., 2015). Tato forma odpovede sa oznacuje aj ako



bazalna a prvym kontaktom rastliny s patogénom teda dochadza k spusteniu PTI (Zipfel
a Rathjen, 2008). Jednym z vyznamnych zastupcov PAMP je protein bakteridlneho
bic¢ika, flagelin, na ktorého N-konci sa nachadza 22 aminokyselin (flg22), ktoré
rozpoznava PRR protein oznaCovany ako flagellin-sensing 2 (FS2). Po rozpoznani sa
nasledne spusta PTL. V pripade receptoru FS2 ide o kindzu bohatt na leucinové repetice
(Goméz-Goméz a Boller, 2002). Dalsimi prikladmi PAMP st bakteridlny elongaény
faktor Tu a chitin hub (Zipfel et al., 2006).

Elicitory okrem vyvolania obrannych reakcii maja tiez schopnost’ zvySovat’ ucinok
uz spustenej imunitnej odpovede. Predovsetkym krytosemenné rastliny su vybavené
mechanizmom, ktory potencuje G¢inok PTI prostrednictvom rastlinnych elicitorovych
peptidov (Peps) (Lori et. al., 2015). Peps sa nachadzaji v cytoplazme atiez st
asociované s tonoplastom, odtial'to sa uvolnuju do apoplastu rozpadom bunky alebo
aktivne vramci signalizacie podriadenej PRR (Bartels et al., 2015). Peps posobia
lokalne aj sa systematicky viazu na extracelularne receptory bunky, ktora ich
produkuje, aj na receptory okolitych buniek, ¢im Vv nich spusta obranné reakcie.
Receptory Peps (PEPR) interaguju s Peps iba vramci svojej rodiny, PEPR neinteraguje
s Peps inych rodin, ¢o znamend, Ze systém Peps-PEPR sa rychlo vyvija (Lori et al.,
2015).

2.3.1 Mechanizmy nehostitel’skej rezistencie

V zéavislosti od hostitela moze nehostitel'ska rezistencia pozostdvat z viacero
mechanizmov, ktoré spolu chrania rastlinu pred potencialnym patogénom (Thordal-
Christensen, 2003). Daju sa rozdelit do 2 skupin: na pasivne aindukované formy
obrannych reakcii rastlin. Medzi pasivne obranné mechanizmy spadaju bariéry ako
krycie pletiva, kutikula, vosky a bunkova stena, a sekundarne metabolity
s antimikrobialnym u¢inkom, niekedy oznacované ako fytoanticipiny, ktoré su
exprimované konstitutivne bez predchadzajuceho posobenia stresového faktora (Singh
a Chandrawat, 2017). Druht skupinu predstavuju indukované obranné mechanizmy ako
st  akumuléacia ligninu, tvorba S patogenézou suvisiacich proteinov (PR)
a hypersenzitivna reakcia (Senthil-Kumar a Mysore, 2013).

Prikladom rezistencie voci neadaptovanému patogénu moze byt interakcia
Pseudomonas syringae pv.tomato a nehostitel'skej rastliny soje. Rastlina rozpozna
efektory AvrA a AvrD patogénu svojimi génmi rezistencie Rpg2 a Rpg4 (Ashfield
et al., 1995). Génmi Avr a R sa zaobera kapitola 2.4.



2.3.2 Typy nehostitel’skej rezistencie
Nehostitel'sku rezistenciu mozeme rozdelit’ na 2 typy podla toho, ¢i je sprevadzana
pozorovatelnymi symptomami (Mysore a Ryu, 2004).

Typ | nehostitel'skej rezistencie nesprevadzaji ziadne pozorovatel'né priznaky. V boji
proti patogénu sa uplatiiuji pasivne alebo aktivne obranné¢ mechanizmy indukované
elicitormi patogénov ako st napr. PAMP (Thordal-Christensen, 2003).

Typ II nehostitel'skej rezistencie je spojeny s HR, ktoru charakterizuje nekroticka
aktivita v mieste infekcie. Sirenim patogéna rastlinnym pletivom po prekonani pasivnej
obrany, napr. mechanickych bariér, je zastaveny aktivaciou obrannych mechanizmov
veducich k HR (Kumar a Mysore, 2013). Hypersenzitivna reakcia je obranny
mechanizmus rastliny charakterizovany odumretim buniek hostitel'a v mieste infekcie.
HR je detekovatelnd uz par hodin po kontakte s patogénnym organizmom.
Programovand bunkova smrt obmedzuje rast biotrofného patogénu, jednak
nedostupnostou vyzivovych latok ale aj produkciou ROS, ktoré st Skodlivé i pre
patogén (Morel a Dangl, 1999). Okrem bunkovej smrti vo forme HR dochadza z miesta
infekcie k uvol'iovaniu signalnych molekul do zdravého pletiva rastliny, ktoré spustaja
Sirokospektralnu imunitu oznaCovanu ako systémovo ziskana rezistencia (SAR) v celej

rastline. SAR potom pomaha chranit’ rastlinu proti opakovanej infekcii (Ross, 1961).

2.4 Hostitel’ska rezistencia
Hostitel'ska rezistencia je d’als$im mechanizmom obrany hostitel'a proti patogénom,
oznacuje sa tiez ako vertikdlna, rasovo Specificka, monogénna, pripadne oligogéna
rezistencia, kedy rezistenciu zabezpeCuje viacero génov, ktoré rastlinu chrania,
a uplatniuje sa Vv interakcii s adaptovanym patogénom (Kushalappa et al., 2016).
Hostitel'ska rezistencia je typom odolnosti Specifickej pre konkrétny genotyp alebo
kultivar rastliny a konkrétny kmen patogénu. Za Specifitu interakcie rastlina-patogén
zodpoveda jeden alebo niekol'ko génov R. Takato rezistencia je malo trvanliva, pretoze
je podmienena len jednym alebo niekolkymi génmi R, ktoré rychlo sa vyvijajici
patogén moéze za relativne kratky Cas prekonat - adaptovat sa. Dovodom znizenej
trvacnosti takejto rezistencie je velky selekény tlak, ktory je vyvijany na patogény
a narasta s rozsirovanim takejto formy rastlinnej obrany (Dangl et al., 2013). Vyvijajuci
sa patogén stratou alebo mutaciou efektora moze na jednej strane prekazit’ rozpoznanie
hostitel'om, na druhej strane existuje moznost’, Ze takato zmena moze znizit’ virulenciu

patogénu a prediZit’ trvacnost rezistencie hostitel’a (Cruz et al., 2000).
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Uginny efektor dokaze zdolat’ PTI, &o vedie k ETS (Jones a Dangl, 2006). Nasledne
si rastliny proti efektorom vyvinuli taktiku, ako vyvolat® silnejsiu, pre hostitel'ska
rezistenciu charakteristicki, obranni odpoved’ — ETI, vd’aka R proteinom, ktorymi st
schopné rozpoznat' efektory, proteiny AVR (Nimchuk et al., 2003). Hostitel'skt
rezistenciu vystihuje hypotéza gén proti génu (Flor, 1971).

2.4.1 Hypotéza Gén proti génu

Zakladom hostitel'skej rezistencie je, ze patogény nest gény avirulencie (Avr)
a hostitel'ské rastliny gény rezistencie (R). Rezistencia je sprostredkovana produktom
génu R (R proteinmi), ktory priamo interaguje s prislusnym produktom génu Avr, napr.
efektorom, podl'a vzoru ligand — receptor (obr. 2) (Flor, 1971). Samotné rozpoznanie

moze byt priame alebo nepriame (Dodds at al., 2006).
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Obr. 2 Schéma priameho a nepriameho rozpoznania efektorov R proteinmi. (A) Hypotéza Gén
proti génu popisuje priame rozpoznanie efekoru R proteinom. (B) Guard hypotéza popisuje ako
dochadza k rozpoznaniu efektora, ktory ma viacero ciel'ov v hostitel'ovi, R protein monitoruje
integritu iba jedného z ciel'ov. (C) Podla Decoy modelu je cielom efektoru molekula, ktorej
integritu monitoruje R protein. Ak dojde k jej pozmenieu R protein spusti obranu rastliny -
efektorom spustent imunitu (ETT) (upravené podla van der Hoorn a Kamoun, 2008).



Produkty R génov sa daju rozdelit' do piatich tried: intracelularne proteinkinazy,
receptorové proteinkinazy s extracelulirnou LRR doménou, intracelularne LRR
proteiny s NB amotivom leucinového zipsu, intracelularne NB-LRR proteiny
s oblastou podobnou s Toll a interleukinovym receptorom u Drosofily melanogaster
acicavcov ana membranu viazané extracelulairne LRR proteiny (Odjakova
a Hadjiivanova, 2001). Vicsinou ale ide o R proteiny oznacované ako NB-LRR, pre
ktoré je charakteristické, ze obsahuju nukleotid viazucu doménu a doménu bohata
na leucinové repeticie s kinazovou aktivitou (Dangl a Jones, 2001). NB-LRR proteiny
sprostredkiivaji u€innu rezistenciu iba proti biotrofnym alebo hemibiotrofnym
patogénom (Glazebrook, 2005). Na zaklade hypotézy Gén proti génu vznikli neskor
Guard hypotéza a Decoy model.

2.4.2 Guard hypotéza

Dalsou z hypotéz popisujucich imunitnii odpoved’ rastliny vyvolana interakciou
S patogénom je tzv. Guard hypotéza (obr. 2). Ta je postavena na predpokladoch, ze ciel
efektora je nejakd molekula hostitel'a, ktorej funkcia je efektorom manipulovana
v prospech patogéna. Pozmeneny ciel’ interakciou s efektorom aktivuje kore$pondujici
R receptorovy protein, ¢o vedie k vyvolaniu imunitnej odpovede. Oznacenie guard
popisuje ulohu R proteinu, ktory v podstate zastdva funkciu strdZzcu, monitoruje
integritu ciel’a efektora (tzv. guardee) a v momente jeho modifikacie spusti obrannt
odpoved’ v podobe ETI (Van der Biezen et al., 1998). Hypotéza vysvetluje ako
dochadza k aktivacii obrany, hoci priamy kontakt medzi efektorom a R proteinom nebol

pozorovany (van der Hoorn a Kamoun, 2008).

2.4.3 Decoy model
Vzhl'adom na to, ze ciel’ efektora moze jedna rastlina rozpoznavat’ svojim R proteinom,
U druhej rastliny takyto Specificky R protein moze chybat, tak by v ramci evolicie
dochadzalo k protichodnym dejom. V skupine rastlin bez R génu by sa znizovala afinita
ciela (tzv. guardee) kefektoru. A naopak vV pritomnosti funkéného R génu, by
dochadzalo k zlepseniu interakcie s guardee, aby sa zdokonalilo rozpoznanie patogénu
a spustili sa obranné reakcie (van der Hoorn a Kamoun, 2008).

Kompromisom by bol vznik proteinu, oznaceného tzv. decoy, ktory by v hostitel'ovi
napodobnioval ciel’ efektora (obr. 2). Decoy model teda popisuje decoy ako alternativny
ciel' efektora, ktorého integritu monitoruje R protein a Vv pripade pozmenenia decoy

proteinu interakciou s efektorom spusti obrannti reakciu. Decoy protein sam o sebe
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nema vplyv na virulenciu patogénu alebo funkciu bunky hostitela (van der Hoorn
a Kamoun, 2008). Model popisuje pripad ako AvrPto, efektor Psudomonas syringae,
u rezistentnych rastlin interaguje s proteinkinazou Pto (decoy), ktord v komplexe
s proteinom Prf umoziiuje rozpoznaniu baktérie a spusteniu ETI (Zipfel a Rathjen,
2008).

2.5 Elicitory
Elicitory st heterogénnou skupinou lipidovych latok, proteinov, glykoproteinov,
peptidov a oligosacharidov (Montesano et al., 2003), ktoré spustaju obranné reakcie
v rastlinach. Produkuju ich biotrofné, hemibiotrofné, nekrotrofné patogény (Govrin
et al., 2006), dokonca aj nicktoré saprofyty (Mao et al., 2010) a kvasinky (Khokon et
al., 2010). Elicitory pdvodom z patogénov oznaCujeme ako primarne. Ak ide
o produkty génov avirulencie, efektory, oznacuju sa ako Specifické elicitory. Medzi
nesSpecifické patria konzervované Struktiry mikroorganizmov, MAMP, pretoze dokazu
vyvolat’ obrannt odpoved’ u hostitel'ov aj nehostitel'ov (Kruger et al., 2003). Elicitory
povodom z rastliny sa nazyvaji sekundarne (Bent a Mackey, 2007).

Patogény v interakcii srastlinou casto vyuzivaji xylanazy, pektat lyazy
a polygalakturonazy. Tieto enzymy degraduji bunkovu stenu rastlin, priCom ich Stepne
produkty, oligogalakturonidy, vykazuju schopnost indukovat’ obranné odpovede
rastliny (Bent a Mackey, 2007). Latky pévodom zrastliny vznikajuce pdsobenim
mikroorganizmov st pomenované ako MIMP (microbe-induced molecular patterns)
(Mackey a McFall, 2006). Tie, ktorych vznik je podmieneny zranenim alebo
herbivormi, sa analogicky nazyvaju WIMP/HIMP (wound/herbivory-induced molecular
patterns). Podstatny rozdiel medzi primarnymi a sekundarnymi elicitormi spociva
v sposobe detekcie rastlinnou bunkou. Primarne elicitory sa viazu priamo
s rastlinnymi receptormi, napr. PRR, ale patogény st schopné takiito detekciu obist’
a vyhnut' sa imunitnej odpovedi rastliny. Posobenim patogénov nasledne rastlinna
bunka produkuje sekundarne elicitory, ktoré su rastlinou rozpoznané a vedu k spusteniu

obrannych reakcii (Bent a Mackey, 2007).

2.6 Elicitiny

Elicitiny su rodinou §truktirne pribuznych proteinov 0 nizkej molekulovej hmotnosti
patriacich do skupiny Specifickych elicitorov. Tieto efektorové molekuly st
produkované oomycétami, predovsetkym rodom Phytophthora a pribuznym rodom
Pythium ast schopné vyvolat hypersenzitivnu reakciu u uréitych druhov rastlin
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(Panabicres et al., 1997). Ricci et al., (1989) prvykrat popisali elicitiny vo filtrate kultur
patogénnych oomycét, ako sekretované proteiny o velkosti priblizne 10 kDa, ktoré
sposobujii hypersenzitivnu reakciu u tabaku. DalSou vyznamnou vlastnostou tychto
proteinov je, ze medzi membranami hostitela a patogénu dokdzu prenasSat’ mastné
kyseliny a steroly, ¢o je podmienené existenciou hydrofobnej dutiny, kam sa tieto
lipofilné latky revezibilne viazu. Steroly ziskané od hostitel’'a su nevyhnutné pre zivotny

cyklus oomycét, nakol’ko si ich sami nedokazu syntetizovat’ (Pleskova et al., 2011).

2.6.1 Triedy elicitinov

Na zéklade rozdielov v primarnej Struktire mozno elicitiny rozdelit' do piatich tried,
a to triedu I, ktora sa deli na I-A a I-B, d’alej triedy Py, II a III (Kamoun et al., 1997).
Do triedy |patria proteiny zlozené =z konzervovanej elicitinovej domény 98
aminokyselin, pricom vzdy obsahuji 6 cysteinovych, 3 metioninové, 2 fenylalaninové
a3 glycinové rezidua (Panabiéres et al., 1997; Moricova et al., 2014). Identitu triedy
dotvaraju vysoko konzervované pozicie cysteinovych rezidui, ktoré sa podielaji
na tvorbe troch disulfidovych mostikov. Primarna $truktira konzervovanej elicitinovej
domény vseobecne dava vzniku jednému antiparalélnemu p-listu, piatim a-helixom
a jednej Q-slucke. Celu Struktru stabilizuj disulfidové mostiky. Zatial’ ¢o a-helixy st
sustredené na konvexnej strane proteinu, na druhej strane sa nachidza vstup
do hydrofobnej dutiny, ktora sa sklada z Q-slucky a B-listu (Fefeu et al., 1997).

Na zaklade hodnoty izoelektrického bodu (pl) elicitiny mozno delit’ na kyslé (a-
elicitiny, pl 4 — 5) abazické (B-elicitny, pl 7,5 — 8,5) (Yu, 1995). Medzi kyslé
zarad'ujeme okrem elicitinov tried Il a Py aj elicitiny triedy I-A napr. parasiticein
(Phytophthora parasitica) a INF1 (Phytophthora infestans). Zastupci rodu Pythium
produkuju elicitiny, z ktorych vicSina sa radi do triedy Py. Ide o skupinu kyslych
elicitinov, ktoré obsahujil navyse zopar aminokyselin, napr. VEX2 (P. vexans) sa sklada
zo 100 rezidui (Kamoun et al., 1997). Bazické elicitiny su tvorené triedu 1-B, kam patri
napr. kryptogein (Panabiéres et al., 1997).

V porovnani s ostatnymi triedami elicitinov st elicitiny 1. triedy sekretované
V najvac¢som mnozstve. Typickym prikladom zastupcu proteinov z triedy | je kryptogein
sekretovany oomycétami Phytophthora cryptogea (Mikes et al., 1997).

Trieda II obsahuje vel'mi kyslé elicitiny, ktoré maja kratky hydrofilny C-terminalny
koniec, napr. Cry-HAE26 a Cry-HAE20 Phytophthora cryptogea, oba sa skladaju
z0 103 aminokyselin (Panabicres et al., 1997).
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Elicitiny triedy III m6Zzu mat retazec tvoreny az 170 aminokyselinami, z ktorych 98
vytvara charakteristicku elicitinovu doménu, jej primarna Struktara je vSak v porovnani
s konzervovanou elicitinovou doménou predchadzajucich  tried rozmanitejSia.
Aminokyselinové zlozenie zvysku C-konca tychto polypeptidov naznacuje, ze tato
doména moze podlichat O-glykozylacii (Wilson et al., 1991). Zastupcami su INF2A,
INF2B produkované Phytophthora infestans (Kamoun et al., 1997).

2.6.2 Fylogenetické delenie

Jiang akolektiv (2006) =zostrojili fylogeneticky strom analyzou celkovo 156
elicitinovych domén ziskanych z aminokyselinovych sekvenii 128 elicitinov viacerych
druhov Phytophthora a Pythium (obr. 3). Vysledkom klasifikacie bolo 17 kladov,
Z ktorych Styri predstavuju elicitiny a zvy$nych trindst’ elicitinom podobné proteiny,
ktoré sa od seba vo svojej primarnej Struktire navzdjom odliSuju. Pre kazdy klad je
charakteristickd konzervovand schéma rozmiestnenia cysteinovych rezidui. Vyskyt
elicitinov urcitych kladov u jednotlivych druhov oomycét naznacuje, ze diverzita
elicitinov existovala eSte pred divergenciou druhov Phytophthora a Pythium
20 spolo¢ného predka (Jiang et al., 2006).

11



RAM1B
RAM1C
RAM1A
CAPalpha
clie
. Mgalpha
ik ELI a ELL Phytophthora infestans SOJ1A
solic
mm ELI a ELL Phytophthora sojae PAL
CRY1
INF1
m= ELI a ELL Phytophthora ramorum Ex!

<@ ELI a ELL Phytophthora brassicae Eﬂ.

. . DREalpha
O ELI a ELL zvy3nych druhov Phytophthora DREbeta

S0J1D

ELI-1

ELI-3

ELI-2

RALBB

SOLe
— INL6
RALE

i o> mELL-12

[
2ER=8868
= =s5c°sans

SRR ERSR NN AR ON SN NN AN NN On 000004 00R00000+00N 000N AN

Obr. 3 Kladogram elicitinov (ELI) a elicitinom podobnych proteinov (ELL) produkovanych
oomycétami rodu Phytophthora (upravené podl'a Jiang et al., 2006).
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Skratkou ELI oznacujeme elicitiny, ktorych priméarna Struktira zdiela vysoko
konzervovanu elicitinovi doménu zlozeni z 98 aminokyselin s typickou schémou
rozmiestnenia cysteinov. Do kladu ELI-1 patria vSetky elicitiny triedy I, vratane I-A
a I-B, triedy Il atriedy Py. Skratkou ELL sa oznauju elicitinom podobné proteiny,
pre ktoré je typické, Ze elicitinovd doména sa 1isi diZkou a tieZ rozmanitostou na arovni
sekvencie aminokyselin v porovnani s konzervovanou doménou ELI (Jiang et al.,
2006).

Vsetky Styri klady ELI-1 az ELI-4 mozno spoznat podla primérnej Struktiry
konzervovanej elicitinovej domény, ktorti charakterizuje schéma rozlozenia cysteinov
C;1-23-C,-23-C3-4-C4-14-C5-23-Cq (0br. 4). Medzi jednotlivymi cysteinmi sa nachadza
premenlivy pocet aminokyselin. Celkovo tri disulfidové mostiky sa vzdy vytvaraji
Vv poradi medzi prvym a piatym cysteinom, d’alej medzi druhym a Stvrtym a nakoniec
medzi tretim a Siestym reziduom cysteinu (obr. 4). Klady ELL maju rozdielne
rozlozenie cysteinov s tym, Ze pocet aminokyselin medzi tretim a §tvrtym cysteinom je
uvsSetkych ELL proteinov rovnaky. Vo zvySnych dvojiciach, t. j. medzi prvym
a druhym, dalej medzi piatim a Siestim cysteinom sa nachiddza premenlivy pocet
aminokyselin. Z tohto sa da pre celu rodinu elicitinov (ELI aj ELL) odvodit’ v§eobecna
schéma rozmiestnenia cysteinov, konkrétne: C;-rozny pocet rezidui-C,-23-Cz-4-Cy-

rozny pocet rezidui-Cs-23-Cg (Jiang et al., 2006).
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Obr. 4 Primarna a sekundarna Struktara elicitinovej domény (98 aminokyselin) ELI a ELL so
zvyraznenim zhodnych aminokyselin (zvyraznené c¢iernou) a vyznacenou schémou pozicii
cysteinovych rezidui (zvyraznené Sedou) vratane zobrazenia disulfidovych mostikov (Ciary
spajajuce cysteinové rezidua) (upravené podl'a Derevnina et al., 2016).
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Vsetky ELI a ELL su syntetizované so signalnym peptidom na N-konci pred
konzervovanou elicitinovou doménou proteinu, za ktorou moze nasledovat’ na C-konci
premenlivy pocet aminokyselin (Jiang et al., 2006). Napr. kryptogein je syntetizovany
ako preprotein, ktorého signalny peptid obsahuje 20 prevazne hydrofobnych
aminokyselin. AvSak sekretovany protein obsahuje uz iba konzervovanu elicitinova
doménu z 98 aminokyselin (Tercé-Laforgue et al., 1992). Dalsimi prikladmi s rovnako
dlhym signalnym peptidom su elicitinom podobné proteiny INF2A a INF2B (trieda I11)
druhu P. infestans, s tym rozdielom, ze maji na C-terminalnom konci, za elicitinovou
doménou, d’alsich 67 a 71 aminokyselin (Kamoun et al., 1997).

Viacsina ELL je pravdepodobne asociovana s bunkovou stenou alebo ukotvena
do membrany C-koncom proteinu. Vécsie zastiipenie treoninu, serinu v C-terminalnej
doméne niektorych ELI a ELL naznacuje rozsiahlu O-glykozylaciu a pripojenie
na bunkovu stenu (Jiang et al., 2006). C-konce niektorych ELL (klady ELL-4 a ELL-8)
s bohaté¢ na prolin, ¢o naznacuje mozné ukotvenie do bunkovej steny. VSeobecne
glykoproteiny rastlin bohaté na prolin a hydroxyprolin velmi casto patria medzi
komponenty bunkovej steny (Cassab, 1998). Bolo dokazané, Ze zoospory oomycét
Specificky exprimuju gény ELL (klad ELL-3). Zoospéram oomycét chyba bunkova
stena, atak sapredpoklada, ze maturované ELL st upevnené do plazmatickej

membrany pomocou glykozylfosfatidylinozitolovej kotvy (Jiang et al., 2006).

2.6.3 Funkcie elicitinov
Uroveti expresie génov eli a ell sa velmi odliduje. Vcelku plati, Ze viac st exprimovené
eli ako ell. Proteiny ELI aj ELL sa li$ia svojimi funkciami. Primarnou funkciou ELI je
prenos sterolov, nakolko druhy Phythophthora ich nedokazu syntetizovat’ a napr.
elicitiny kladu ELI-1 st sekretované vyznamne pocas rastu mycélia (Jiang et al., 2006).
Schopnost’ transportovat’ steroly z cytoplazmatickej membrany rastliny do oomycét
napomaha destabilizovatt membrany hostitel'a a rozSirovat nekrozu, Co prispieva
k §ireniu patogénu rastlinnymi pletivami (Ptackova et al., 2015). Dalej je zname, Ze
proteiny ELI-4 maju fosfolipazovu aktivitu, zatial’ ¢o ELL sa nachadzaju predovsetkym
v zoosporach (Jiang et al., 2006)

Délezitou biologickou funkciou elicitinov je schopnost’ indukcie obrannych reakcii
u rastlin a vyvolanie HR. Vseobecne bazické, B-elicitiny, vykazuju vy$siu nekroticka

aktivitu nez kyslé, a-elicitiny, priCom rozhodujuci je pravdepodobne pocet lyzinovych

14



rezidui a ich umiestnenie v primarnej Struktare proteinu. Kryptogein obsahuje 6 lyzinov,
V porovnani s a-elicitinmi je to dvojndsobné mnozstvo, a preto patri medzi bazické
elicitiny. RozloZenie nadboja na povrchu proteinu je dolezité pri jeho védzbe na
vysokoafinitné miesta membrany. Zda sa, ze tri lyzinové rezidud na povrchu proteinu
maju klI'acovu tlohu v tejto vdzbe (Ptackova et al., 2015). Jednym z nich je lyzin
Vv pozicii 13, kde sa u kyslych elicitinov nachadza neutralny valin (Yu, 1995). Ukazalo
sa, ze zmena naboja mutaciou aminokyselin na povrchu kryptogeinu ovplyvni jeho
biologickt aktivitu vyraznejSie ako zmena v zastpeni aminokyselin vo vnutri dutiny
(Ptackova et al., 2015).

Lyzin v pozicii 13 je dolezity pre vyvolanie HR, ale aj pre transport sterolov medzi
membranami. Rekombinantny protein kryptogeinu s mutaciu Lys13Val vykazoval
péatkrat niz8iu schopnost’ prenasat’ steroly v porovnani s divokym typom kryptogeinu.
Dovodom je zmena naboja na povrchu proteinu, ktord ovplyvituje spravnu orientaciu

proteinu vzhl'adom k membrane (Pleskova et al., 2011).

2.6.4 Signalne drahy skorej faze obrannej odpovede rastliny

Medzi najcastejSie Studované elicitiny patri kryptogein, ktory u tabaku vyvolava sled
signalnych reakcii (obr. 5) veducich k bunkovej smrti vo forme HR. Kryptogein sa
reverzibilne viaze na glykozylovany heterodimérny protein umiestneny v plazmaticke;j
membrane rastlinnej bunky. Tento protein plni funkciu receptoru, pravdepodobne
interaguje aj s elicitinmi parasiticeinom, cinnamominom a capsiceinom, hoci spdsobuju

odlisné odpovede rastliny (Bourque et al., 1998).
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Obr. 5 Schéma signalnych drah indukovanych kryptogeinom. Po rozpoznani elicitinu (E)
dochadza k spusteniu mnohych signalnych drah veducich k bunkovej odpovedi. Dochadza
k aktivacii proteinkinaz, zvySovaniu hladiny vapenatych iénov Vv cytosole, produkcii ROS,
oxidu dusnatého, d’alej je indukovana expresia génov spojenych s obrannymi reakciami rastlin
a hypersenzitivnou reakciou (upravené podl'a Moricova et al., 2014).

Receptor pre infestin INF1 bol objaveny len nedavno v zemiaku Solanum
microdontum a ziskal oznacenie ,.elicitin response“ (ELR) (Du et al., 2015). ELR je
integralny protein umiestneny v plazmatickej membrane rastlinnej bunky, kde spolu
s proteinom SOBIR1 (supresor proteinu BIR1-1) a koreceptorom BAK1 (kinaza
asociovana s BRI1), tiez znamy ako SERK3 (somatic embryogenesis receptor kinase 3)
vytvara komplex schopny aktivovat' signalne drahy vedtce k obrannej odpovedi.
Samotny ELR nema kinazovu aktivitu, preto sa v membrane asociuje so SOBIR1, ktory
ma cytoplazmaticki doménu s kindzovou aktivitou. SOBIR1 je nevyhnutny
pre indukciu programovanej bunkovej smrti. Vysledny komplex ELR-SOBIR1-BAK1
sa stabilizuje naviazanim infestinu - INF1 a fosforyluje podriadené proteiny v ramci
signalnej drahy spustenej elicitinom INF1 (Domazakis et al., 2018). ELR tymto
sposobom detekuje hned’ niekolko elicitinov viacerych druhov rodu Phytophthora,

pretoze ELR rozpoznava konzerovavanu elicitinovi doménu. Prenos ELR

16



do nachylného kultivaru zemiaka mu ud’elil rezistenciu hned” vo¢i viacerym elicitinom,
ktoré produkuju zastupci rodu Phytophthora (Du et al., 2015).

Percepciu elicitinu nasleduje aktivacia proteinkinaz (PK) a inhibicia proteinfosfataz
(PP), o spdsobuje otvorenie vapnikovych kanalikov atok Ca®* do cytosolu bunky
(Bourque et al., 1998). Aktivita proteinkinaz je nevyhnutna pre vtok Ca®* i6nov, ktoré
d’alej aktivuji mitogénmi aktivovanu proteinkinazu (MAPK) a PK zapojené v produkcii
NO. Vépenaté kationy d’alej sposobuju tok C1” a K* z cytosolu do apoplastu, tieto toky
ionov vedu k depolarizacii plazmatickej membrany. V odpovedi na elicitiny dalej
dochéadza k iniciacii produkcie ROS, inhibicii importu glukozy, inhibicii H'-ATPazy
a v neposlednom rade k depolymerizaciu mikrotubulov (Garcia-Brugger et al., 2006).

Kanalik SLACI, ktory je umiestneny v plazmatickej membrane rastlinnej bunky, je
zodpovedny za tok Cl” z bunky do apoplastu a je aktivovany fosforylaciou na N-konci.
Tato fosforylacia je sprostredkovana integralnym proteinom - kalcium dependentnou
protein kinazou 6 (CPK6) alebo komplexom CIPK11 (kalcineurin B-like interagujuca
proteinkiniza) a CBL5 (kalcineurin B-like protein). CBL5 je senzorom Ca?* i6nov.
Predpoklada sa, Ze dalSie proteiny a kandliky plazmatickej memrany su riadené
zastupcami patriacimi do uvedenych dvoch tried proteinov a ich kombinacie maji rozny
dopad na ten isty ciel’, ktory reguluja (Saito et al., 2018).

Aktivacia MAPK je nezavisla od produkcie ROS, NO atoku aniénov z bunky.
Avsak tok anidnov sa podiel'a na aktivacii NADPHoxidazy a v kone¢nom ddsledku
na bunkovej smrti (Garcia-Brugger et al., 2006). Narast hladiny Ca?* v cytosole nie je
chvil’kovy, objavuje sa uz 5 minuat po oSetreni elicitinom a zvysuje sa nasledujacich 90
minat. Zmeny hodndt pH a hladin ROS v apoplaste sa daju detegovat’ takmer okamzite
po elicitacii. Na depolarizacii plazmatickej membrany elicitovanych buniek sa
zuCastiiuju jednak NADPHoxiddza prenosom elektronov cez membranu, jednak
kanaliky umoziiujuce tok CI” do apoplastu apredovietkym inhibicia H'-ATPazy
(Ponchet et al., 1999).

NADPHoxidéaza lokalizovana v plazmatickej membrane je aktivovana predovsetkym
fosforylaciou a naviazanim Ca®* iénov. V reakcii katalyzovanej NADPHoxidazou
dochadza k tvorbe superoxidovych aniénov za spotreby NADPH z pent6zového cyklu.
Oxidacia NADPH v malej miere tiez prispieva k acidifikacii cytosolu (Garcia-Brugger
et al., 2006). Hlavnou pri¢inou je inhibicia H'-ATP4zy, s ktorou sa spaja alkalizacia
extracelularneho prostredia zvySujuca aktivitu NADPHoxidazy produkujucej ROS, ¢im

dochadza k oxidativnemu vzplanutiu, tzv. ,,oxidative burst“ (Ponchet et al., 1999).
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Cacas et al. (2017) dokazali, ze kyselina fosfatidova je pozitivnym regulatorom aktivity
NADPHoxidazy ajej mnozstvo sa rychlo zvySuje v bunkdch vystavenych tucéinku
kryptogeinu. Za produkciu PA su zodpovedné fosfatidyl-inositolfosfolipaza C (PI-PLC)
(EC 3.1.4.11) adiacylglycerolkinaza (DGK) (EC 2.7.1.107) (Cacas et al., 2017).
Superoxidovy anioén je d’alej premeneny superoxiddismutazou (SOD; EC 1.15.1.1)
na H,0,, ktory indukuje d’alsi tok Ca®* z apoplastu do cytosolu a tieZ z cytosolu do jadra
bunky (Garcia-Brugger et al., 2006).

Zvysovanie hladiny cytosolického vapnika je spdsobené takisto jeho uvolfiovanim
z vnlitornych rezerv prostrednictvom inositoltrisfosfat (IP3)-dependentnych Ca®*
kanalikov a CADPR-dependentnych Ca®* kanalikov. Cyklicka ADP-ribosa (CADPR)
modze byt vytvdrand v odpovedi na NO. Narast Ca?* v jadre je zavisly iba
na IPs3-dependentnom kanaliku anie dosledkom difuzie z cytosolu (Garcia-Brugger
et al., 2006). Na zvySovani cytosolického vapnika sa podiel’a aj ionotropny glutamatovy
receptor (Kwaaitaal et al., 2012). Bolo dokazané, ze kryptogein naviac indukuje
demetylaciu pektinu v bunkovej stene, ¢o je pravdepodobne spdsobené aktivaciou
apoplastickej  pektinesterdzy = vd’aka alkalizacii  extracelularneho  prostredia.
Extracelularny Ca?* sa moZe asociovat’ s tymito demetylovanymi pektinmi a dochadza
tak k zosilneniu bunkovej steny (Ponchet et al., 1999).

Navzdory tomu, ze v signalnej kaskéde spustenej kryptogeinom dochadza viackrat
k fosforylacii regulaénych proteinov, zatial bolo identifikovanych len niekolko
proteinkindz spomedzi nich dve MAPK, a to SIPK (proteinkindza indukovana kyselinou
salicylovou, salicylic acid-induced protein kinase) a WIPK (proteinkinaza indukovana
poranenim, wound-induced protein kinase) (Garcia-Brugger et al., 2006). Kryptogein
tiez spdsobuje aktivaciu niekol’kych PK v bunkovom jadre, ktoré sa liSia v rychlosti

aktivacie a zavislosti od vapnika (Dahan, 2009).

2.6.5 Signalne drahy neskorej faze obrannej odpovede rastlin

Medzi neskoré reakcie elicitovanej bunky zarad’'ujeme produkciu ethylénu, ktora za¢ina
po dvoch hodinach, kyseliny salicylovej a jasmonovej (Milat et al., 1991), expresiu
WIPK (Xu et al., 2014), d’alej obrannych génov vratane kyslych a bazickych PR
proteinov, fenylalaninamoniak lyazy (PAL; EC4.3.1.24), NADPHoxidazy
a lipoxygenazy (LOX, EC 1.13.11.x). Dalgiou charakteristickou reakciou neskorej fazy
obrannej reakcie rastliny je rozvoj SAR (Bonnet et al., 1996). Po 24 aZ 48 hodinach

od napadnutia patogénom dochadza u rastlin k akumulacii phytoalexinov (napr.
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capsidiolu, phytuberinu a phytuberolu) (Milat et al., 1991), ktorych produkcia vSak
nezavisi od oxidativného vzplanutia (Rustérucci et al., 1996). Takisto dochadza
k peroxidacii lipidov, ktora sa ¢asto spaja s bunkovou smrt'ou prejavujacou sa tvorbou
nekroz (Ptackova et al., 2015).

Lipoxygendzy st nehémové enzymy obsahujuce zelezo, ktorych aktivitou vznikaju
hydroperoxidy mastnych kyselin. U rastlin rozliSujeme dve skupiny lipoxygendz podla
regioSpecifity dioxygendcie polynenasytenych mastnych kyselin, ato 9-LOX
a 13-LOX. Kryptogeinom indukovana peroxidacia lipidov je dana prispevkami
peroxidacie lipidov sprostredkovanej enzymovou aktivitou 9-LOX a peroxidacie lipidov
sposobenej radikalmi (Ptackova et al., 2015). Zatial' ¢o radikaly reaguju aj
s esterifikovanymi polynenasytenymi mastnymi kyselinami, aktivite LOX predchadza
indukcia fosfolipaz a galaktolipaz (Cacas et al., 2005).

Metabolicka draha, v ktorej je zapojena 13-LOX, produkuje okrem iného aj kyselinu
jasmonovu (JA), vyznamny fytohormén zapojeny v obrannych reakciach rastlin
v odpovedi na patogény (Stintzi a Browse, 2000). Enzym 13-LOX je neustale aktivny aj
u nestresovaného tabaku ajeho aktivita postacuje na akumulaciu mnozstva JA
potrebného na indukciu expresie 9-LOX u tabaku oSetreného kryptogeinom (Ptackova

etal., 2015).

2.6.6 Uloha ROS v obrane rastlin
Reaktivne formy kyslika, medzi ktoré patria H,O,, superoxidovy anion (O,"),
hydroxylovy radikal (OH'), ako najvyznamnejs$i zastupcovia, su vedlajSie produkty
kontinualne vytvarané aerobnym metabolizmom organizmov. Pre ich silné oxidac¢né
vlastnosti musi byt ich nadbytok detoxifikovany, aby nedochadzalo k poskodeniu
bunkovych Struktar (Halliwell, 2006). ROS su d’alej produkované na podnet stresovych
faktorov prostredia, vratane utoku patogénov. Hlavnym zdrojom ROS v interakcii
rastlina-patogén st NADPHoxidazy, u rastlin tiez zname ako RBOH (respiratory burst
oxidase homologues), d’alej peroxidazy triedy III, oxalatoxidazy, aminoxidazy, alebo
lipoxygenazy (Camejo et al., 2016).

Dolezitth rolu v produkcii aj detoxifikacii ROS, pocas fyziologickych, aj pocas
stresovych podmienok, zaujima bunkova kompartmentalizacia (Camejo et al., 2016).
Mnozstvo ROS urcuje ich tlohu. V nizkych koncentraciach vystupuji ako dolezité

signalne molekuly a vo vysokych koncentraciach pdsobia toxicky pre ich silné oxidacné
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vlastnosti. Ich vyznamnou vlastnostou st taktiez antimikrobidlne ucinky (Chen
a Schopfer, 1999).

H,O; je nenabitd molekula, ktord dokaze prechadzat’” membranou. H,O, a OH" mozu
reagovat’ s polynenasytanymi mastnymi kyselinami v membranach za vzniku
lipidovych peroxidov. Tento proces vedie k destabilizécii a deStrukcii membrany (Grant
a Loake, 2000). Prebytok vysokoreaktivneho OH’, ktory bunky nedokazu detoxifikovat’,
vedie k bunkovej smrti. K akumulacii ROS dochadza, pretoZze prevazuje tvorba ROS
nad ich detoxifikovanim pomocou antioxida¢nych systémov, kam sa zarad’uje napr.
katalaza (CAT; EC 1.11.1.6) (Camejo et al., 2016).

H.O, ma nezastupitel'né postavenie v programovej bunkovej smrti indukovanej
kryptogeinom predovsetkym v podmienkach s dostatkom svetla, kedy dochadza k ROS
sprostredkovanej peroxidacii lipidov (Hoeberichts et al., 2013).

Vseobecne ROS ako signalne molekuly sprostredkiivaji odpovede pocas
fyziologickych procesov a rovnako v reakcii na biotické a abiotické podnety. ROS sa
napr. zacastiuju aktivicie MAPK, toku Ca?* a modifikacii redoxného systému bunky

(Garcia-Brugger et al., 2006).

2.6.7 Vyznam NO v obrane rastlin

Oxid dusnaty je reaktivnou formou dusika (RNS) a plni mnoho funkcii ako
za fyziologickych podmienok, tak 1Vvramci obrannych mechanizmov vyvolanych
posobenim stresovych faktorov, vratane interakcii rastlina-patogén (Delledonne et al.,
1998).

OSetrenie tabakovych buniek a listov kryptogeinom vyvolava rychlu a kratkodobu
produkciu NO. Oxid dusnaty, sucast’ signalnej drahy obrannych reakcii rastlin,
moduluje expresiu viacerych obrannych génov vratane génov kdédujacich PR proteiny
a proteiny sekundarneho metabolizmu, ako bolo preukazané napr. u Arabidopsis (Kulik
et al., 2015). Cyklicky guanozintrifosfat (¢cGMP) a cADPR, ktorych produkcia je
indukovana NO, st potrebné pre indukciu génov kodujucich PAL a proteiny zapojené
v obrannych reakciach. Oxid dusnaty sa tiez podiela na posttransla¢nej modifikacii
proteinov tym, ze reaguje so Specifickymi reziduami cysteinu (S-nitrosylacia) a tyrozinu
(nitratacia) (Parani et al., 2004). V rastlinach sa NO ucastni vyvolania HR spolu s ROS,
priom doleZity je ich pomer. Stidia tiez odhalila, Ze NO moze regulovat’ elicitorom
sprostredkovanu bunkovi smrt’ aj nezavisle od H,O, a peroxydusitanu (ONOQ)
(Garcia-Brugger et al., 2006).
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Peroxydusitan vznika reakciou oxidu dusnatého so superoxidovym radikalom.
V pripade, ze mnozstvo ONOO™ prekroci kapacitu antioxidacnych systémov dochadza
k nadmernému poskodeniu bunkovych struktur (proteinov, lipidov, DNA), ¢o nasledne
moze viest’ k bunkovej smrti. V opa¢nom pripade, pri zachovani nizkych hladin ONOO"
v bunke, sa peroxydusitan zucasthiuje bunkovej signalizacie modifikaciou proteinov
napr. fosforylacnej kaskddy. ONOO™ mdbze reagovat styrozinom =za vzniku
nitrotyrozinu, takto modifikované proteiny sa zacastnuju signalnej transdukcie vramci
odpovede na utok patogénu. ONOO™ je molekula podielajuca sa taktiez na regulacii
expresie génov zapojenych v programovanej bunkovej smrti (Vandelle a Delledonne,
2011).

2.6.8 NADPHoxidaza a oxidativne vzplanutie

U N. tabacum st za oxida¢né vzplanutie zodpovedé dve izoformy NADPHoxidazy
oznacované ako RBOHD1 a RBOHD2 (Noirot et al., 2014). Zastupenie NADPHoxidaz
sa u jednotlivych rastlinnych druhov 1isi, napr. u Arabidopsis bolo objavenych 10 génov
kodujucich NADPHoxidazy (Torres a Dangl 2005). NADPH oxidaza je integralny
enzym, ktory oxidaciou NADPH na NADP® redukuje O, na superoxidovy anién
radikal. Co sa tyka $truktury NADPHoxid4zy, tak v cytosole na C-konci obsahuje
doménu s vdzbovymi miestami pre koenzymy FAD aNADPH. V membrane sa
nachadza Sest’ transmembranovych domén a oxiddzova doména, ktord je lokalizovana
do apoplastu bunky. V cytosole na N-konci proteinu st dva motivy tzv. EF-hand, ktoré
interaguju s Ca?*ionmi, dalej sa tu nachadzaji fosforylané miesta a miesta
interagujtce s kyselinou fosfatidovou (Kadota et al., 2015).

Rozdiely v mmnozstve a lokalizacii NADPHoxidaz v bunke ovplyviiuja priebeh
produkcie ROS. Naviac oxidativnemu vzplanutiu udel'uju charakteristicky dvojfazovy
priebeh. NADPHoxidazy sa nenachadzajt iba v cytoplazmatickej membrane ale tiez su
lokalizované v Golgiho komplexe (GA). U N. tabacum Noirot a kolektiv
(2014) dokazali, ze neaktivne NADPHoxidazy uskladnené v GA st G¢inkom
kryptogeinu transportované do cytoplazmatickej] membrany, kde sa néasledne aktivuju
apodielaji na produkcii ROS. Pociatotna tvorba ROS je tak =zabezpecena
NADPHoxidazami uz umiestnenymi v plazmatickej membrane, kde sa pravdepodobne
vyskytuju v oligomérnej forme. Prvi fazu oxidativneho vzplanutia charakterizuje pik
priblizne po 15 min od elicitacie, nacasovanie sa vSak moZe mierne liSit, nasledne

hladina ROS klesa.
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Asi po hodine nastupuje druhd faza oxidativneho vzplanutia, pre ktort je typicky
narast hladiny ROS trvajuci niekol’ko hodin, priCom obvykle plati, Ze hladina ROS je
mnohonasobne vyssia ako v prvej faze. K druhej faze dochadza iba v interakcii
s avirulentnym patogénom a Casto prechadza Vv hypersenzitivnu reakciu. V tejto faze je
produkcia ROS zabezpec¢ena NADPHoxiddzami pochédzajucimi z GA.

Ako priklad je mozné uviest’ interakciu N. benthamiana a P. infestans. Elicitin INF1
interaguje s receptorovym proteinom, ¢o spusta prva kratkodobu vinu oxidativneho
vzplanutia. Percepcia efektoru AVR3a aelicitinu INF1 receptormi vedie k aktivacii
MAPK kaskady. Fosforyluju sa transkripcné faktory WRKY 7, 8, 9 a 11, ktoré sa viazu
na W-box v oblasti promotoru génu pre jednu z izoforiem NADPHoxidazy, konkrétne
RBOHB, aspuastaju jej transkripciu. Nakoniec novosyntetizované RBOHB su
transportované do cytoplazmatickej membrany, kde sapodielaju na druhej faze

oxidativneho vzplanutia (Adachi et al., 2015).

2.7 Ovplyvnenie Ca* signalizacie fosfolipidovym metabolizmom
Rastlinné membrany st miesta, kde dochadza k percepcii velkého mnozstva stimulov.
Fosfolipidy su zakladné stavebné zlozky membran a sluzia tiez ako zdroj pre vytvaranie
signdlnych mediatorov. Tvorbu zabezpeCuji fosfolipdzy vicSinou spojené
S plazmatickou membranou. Rastlinné fosfolipdzy sa delia podl'a miesta hydrolyzy
v molekule glycerolfosfolipidu na fosfolipazy Al, A2, C aD. Ich aktivitou vznikaju
rozne produkty vratane kyseliny fosfatidovej (PA), diacylglycerolu (DAG), vol'nych
mastnych kyselin a lysofosfolipidov, ktoré plnia dolezit¢ ulohy v regulacii
bunkového metabolizmu a fyziologickych procesov bunky. Aktivity rozlicnych
fosfolipaz tak maju dopad na integritu membrany, bunkovy metabolizmus a regula¢né
procesy ako su signalna transdukcia, dynamika cytoskeletu, sekrécia a transport vezikul.
Obsah fosfolipidov v membranach nie je rovnaky ameni sa pocas vyvoja bunky
aj v odpovedi na stresové podnety (Hong et al., 2016).

Fosfolipazy C (PLC) predstavuju skupinu enzymov, v ramci ktorej existuju rodiny
a podrodiny, ktoré sa odliSuju na zéklade Struktary, substratovej Specifity, poziadavkach
na kofaktory a alebo reakéné podmienky (Hong et al., 2016). Na zaklade substratovej
Specifity sa rastlinné PLC delia na dve skupiny, a to na fosfatidyinozitolfosfolipazy
(PI-PLC) a fosfatidylcholinfosfolipazy (PC-PLC), tiez zname ako neSpecifické (NPC),
pretoze dokézu hydrolyzovat’ fosfatidyletanolamin, fosfatidylcholin aj fosfatidylserin

(Singh et al., 2015).
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2.7.1 Fosfolipaza C
Fosfolipaza C (PI-PLC; EC 3.1.4.11) hydrolyticky Stiepi esterovu vézbu Specifického

substratu fosfatidylinozitol-4,5-difosfatu medzi glycerolom a fosfaitom za tvorby
signalnych molekul, tzv. druhych poslov, DAG a inozitol-1,4,5-trifosfatu (IP3), ktory
prenasaju signal. Konkrétne DAG aktivuje proteinkindzu C a IP3 zvySuje hladinu
cytosolického vapnika (Singh et al., 2015).

V rastlinach existuje niekol’ko izoforiem, u Arabidopsis je charakterizovanych devit
PI-PLC (AtPLC-1 az At-PLC-9), avSak nie vSetky vykazuju enzymova aktivitu.
Typicka rastlinnd PI-PLC obsahuje dve katalytické domény X a Y, ktoré zabezpecuju
fosfoesterazovu aktivitu. Konkrétne na C-konci proteinu sa nachadza C2 doména, ktora
zodpoveda za vizbu fosfolipidu, zatial’ ¢o na N-konci sa nachadza motiv EF-hand, ktory
interaguje s Ca®*. V aktivnom centre vietkych funkénych PI- PLC rastlin najdeme dve
konzervované histidinové rezidua (Tasma et al., 2009).

Aktivitu PLC regulujt rozdielne faktory, medzi tie hlavné patria: koncentracia Ca™,
posttranslacné modifikacie a interakcie sinymi proteinmi (Singh et al., 2015).
V Arabidposis PI-PLC maju viacero fosforylaénych miest, ktoré sa mozu lisit
u jednotlivych izoforiem (Durek et al., 2010). Fosforylacia pozitivne reguluje aktivitu
PLC. Tiez bolo poukadzané na moznu regulaciu aktivity PI-PLC pomocou G-proteinu,
ako to bolo popisné u Pisum sativum pri zapojeni receptoru spriahnutého s G-proteinom

(Misra et al., 2007).

2.7.2 Delenie fosfolipaz C

Okrem zakladného delenia na PI-PLC a NPC moézeme dalej delit na rozpustné
V cytosole a membranovo viazané. Dostupnost’ Ca?* ovplyviiuje hlavne ich aktivitu,
d’alej lokalizaciu v bunke a okrem toho suvisi s preferenciou substratov réznych
PI-PLC. Cytosolické katalyzuju optimalne pri milimolarnych koncentraciach Ca®*,
vychodiskovou latkou je fosfatidylinozitol. Substratmi membranovych PI-PLC su
fosfatidilinoztiol-4-fosfat a fosfatidyinoztitol-4,5-difosfat, pre katalyzu su optimalne
mikromolarne koncentracie Ca”*. Na druhej strane aktivita NPC je nezavisla od Ca®*

(Singh et al., 2015).

2.7.3 Funkcia fosfolipazy C v prenose signalu
Fosfolipaza C je uzivoCichov hlavny enzym, ktory hydrolyzuje membranové

fosfolipidy na DAG a IP3 vystupujuce ako signalne molekuly. DAG zostava pripojeny
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v membrane a aktivuje protein kindzu C (PKC), zatial ¢o IP3 je uvolneny
do cytoplazmy, kde sa viaZe na Ca®* ionotropné kanaliky a spdsobuje uvolenie vapnika
do cytosolu z vnttornych zasob (Vossen et al., 2010). U rastlin je vSak situacia ina, hoci

IP3 tiez spOsobuje zvysenie cytosolického vapnika (obr. 6) (Singh et al., 2015).

PC/PE
Ptdins (4,5)P2 NPC
PI-PLC -
| DAGkingy ||
: —>E : > |
| PA fosfatdaza :
Ins(1,4,5) P3 H : '
o o DAG -C')—H B-OH
Inozntc:( : ::Zf at l = e
(PKC)? Signalizacia
IPG Receptor ?? )

Obr. 6 Schéma signalnej drahy, Kktorej sa zucCastiiuju fosfolipazy PI-PLC
(fosfatidylinositolfosfolipaza C) a NPC (fosfatidylcholinfosfolipaza). PC (fosflatidylcholin), PE
(fosfatidyletanolamin), DAG (diacylglycerol), PA (kyselina fosfatidova), DGPP
(glyceraldehydbisfosfat), PKC (proteinkinaza C) a d’alSie enzymy katalyzujuce fosforylaciu
pripadne defosforylaciu ich produktov (upravedné podla Singh et al., 2015).
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Na rozdiel’ od Zivo¢ichov obsahuje cytoplazmatickd membrana vel'mi malo substratu
fosfatidylinozitol-4,5-difosfatu (van Leeuwen et al., 2007). V rastlinnych bunkach sa
nenachazaji receptory IP3, vynimkou je jednobunkova zelena riasa Chlamydomonas,
preto je diskutabilné ako je IP3 zahrnuty v signalizacii. V sekvenovanych genémoch
rastlin sa nenasla ani PKC, ¢o vyvoldva pochybnosti o tom, Zze DAG je druhym posolom
a signalnou molekulou rastlin (Wheeler a Brownlee, 2008).

Predpoklada sa, Ze u rastlin fungujt druhi posli PA a fosforylované formy DAG
alP3, tj. inozitolhexakisfosfat (IPg) a diacylgylcerolpyrofosfat (DGPP). Vznikla
hypotéza, ze IP3 mdze byt najskor premeneny na IPs polyinosytolfosfatkinazou a ten
spdsobi uvolnenie Ca®* z intracelularnych zasob. Toto tvrdenie podporuje aj objav IPg
receptoru Vv rastlinach. DAG musi byt’ u rastlin transformovany na PA, aby sa zachoval
prenos signalu. U Arabidopsis bolo objavenych niekol’ko diacyglycerol kinaz (DGK)
a receptorov pre PA (Arisz et al., 2009).

Fosfolipdza D (PLD) tiez generuje PA ako druhého posla prenaSajuceho signal.
Rastliny st vsak schopné odlisit’ PA vytvorentt PLD od PA vzniknutej aktivitou PLC
anasledne DGK. Studie ukazali, e niektoré Struktarne vlastnosti, ako je dizka
acylového retazca astupeil nenasytenosti v molekule PA, vytvaranej v ramci
signalizacie PLD a PLC/DGK, su konzervované a Struktirne unikatne pre danti PA
(Munnik a Testernik, 2009).

PLC maji doleziti tlohu v patogénom indukovanej HR, SAR aindukovanej
systémovej rezistencii (ISR). Bolo ukazané, ze pouzitie inhibitorov PLC spdsobilo
znizenu produkciu fytoalexinov a ROS Vv tabakovych bunkéch
elicitovanych riboflavinom (Wang et al., 2012) a elicitorom AVR4 pochadzajicim
z Cladosporium fulvum (de Jong et al., 2004).V ramci adaptacie na abioticky stres,
napr. osmoticky, teplotny a chladovy, dochadza k zvySeniu aktivity PLC (Singh et al.,
2015).

25



3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Chemikalie

Aceton (Lach-ner, Ceska republika), biotin (Sigma-Aldrich, USA), Coomassie Blue
G250  (Sigma-Aldrich, Nemecko), D-mannitol (Duchefa, Holandsko),
dihydrogenfosforecnan draselny (Penta, Ceska republika), 2'7'-
dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H,DCF DA, Sigma-Aldrich, USA), disodna sol’
kyseliny etylendiaminotetraoctovej dihydrat (Sigma-Aldrich, USA), dithiothreitol
(Duchefa, Holandsko), fluorescein diacetat (FDA, Sigma-Aldrich, Nemecko),
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (EURx, Pol'sko), glycin (Lachema,
Ceska republika), hovidzi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA), hydrogenfosforeénan
draselny (Lach-ner, Ceska republika), hydroxyfenyl fluorescein (HPF, Sigma-Aldrich,
USA), chlorid lantanity heptahydrat (Koch-Light, Anglicko), chlorid vépenaty bezvody
(Penta, Ceska republika), kinetin (Sigma-Aldrich, USA), kyselina askorbova (Sigma-
Aldrich, USA), kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (2,4-D) (Fluka, Nemecko), kyselina
fosfore¢na (Lach-ner, Ceska republika), kyselina listova (Sigma-Aldrich, USA),
L-glutamin (Merck, Ceska republika), luminol (Alexis biochemicals, Svédsko) MES
hydrat (Sigma-Aldrich, USA), metanol (Lach-ner, Ceska republika), Murashige &
Skoog médium vratane vitaminov (Duchefa, Holandsko), pantotenat vapenaty (Sigma-
Aldrich, USA), Pefabloc® SC (Sigma-Aldrich, USA), peroxid vodika (Penta, Ceska
republika), poly(vinylpolypyrrolidon) (Sigma-Aldrich, USA), sacharéza (Sigma-
Aldrich, USA), siran draselny (Lachema, Ceské republika), Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit (Roche, Svédsko), XCEED gPCR SG-1step 2x Mix kit (Institute
of Applied Biotechnologies a.s., Ceské republika).

3.2 Pristrojové vybavenie

Analytick¢ vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA), automatické pipety
(Eppendorf, Nemecko), digitalne predvazky (Kern, Nemecko), chladena centrifiiga
stolnda 5415R (Eppendorf, Nemecko), laminarny box Bioban-48 (Vetrotecnica,
Taliansko), magneticka miesacka (IKA, Nemecko), minitrepacka PST-60 HL plus
(Biosan, Lotyssko), pH metr WTW 526 (inoLab, N&émecko), parny sterilizator
(Tuttnauer, Nemecko), spektrofotometer Reader Synergy HT (BioTek instruments,
USA), spektrofotometer Synergy H1 (BioTek, USA); fotoaparat (Sony A330, Cina),
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trepacka chladena stolnd INNOVA (Eppendorf, Nemecko), trepacka s termostatom
ES-20 (Biosan, Lotyssko), trepacka vortex V-1 plus (Biosan, Loty$sko), vakuova
vyveva D-lab (Edwards, USA).

3.3 Rastlinny material a elicitiny

3.3.1 Pestovanie rastlin

Na experimenty boli pouzité 8 tyzdnov staré rastliny Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi

pestované vo fytotrone pri 25°C, s fotoperiédou 16/8 h.

3.3.2 Kaultivacia tabakovych buniek

Bunkova suspenzia Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi bola kultivovana v Murashige-
Skoog tekutom médiu vratane vitaminov (Murashige a Skoog, 1962) s dodato¢nym
pridanim niekolkych latok podla tab. 1. Médium bolo rozdelené do Erlenmayerovych
bank po 100 ml a autoklavované. Podmienky kultivacie: neustale trepanie (160 RPM),
25°C, fotoperioda 24/0 h. Na experimenty boli pouzité bunky suspenzie nachadzajtice
sa v exponencialnej faze rastu vzdy po uplynuti 4 dni od pasdzovania.

Na pasazovanie bola pouzita 7 dni stara bunkova suspenzia, z ktorej bolo asepticky

Vv prostredi lamindrneho boxu prenesenych 25 ml do 100 ml ¢erstvého média.

Tab. 1 Zlozenie 1 1 Murashige-Skoog tekutého kultiveéného média s pridavkom horménov,

pH5,5-5,7.

Zlozka Mnozstvo
Murashige-Skoog médium vratane vitaminov 4405 mg
Glutamin 200 mg
Sachar6za 304g
Roztok kinetinu (100 mg/1) 1,0ml
Roztok 2,4-D (220 mg/l) 0,8 ml

Roztok vitaminov (pantotenat vapenaty 300 mg/l, kyselina listova 50 mg/I,

biotin 5 mg/l, glycin 200 mg/l) 10,0 mi
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3.3.3 Elicitiny
Elicitiny kryptogein ajeho mutantnd forma CRY K13V spolu s infestinom a jeho
mutantnou formou INF V13K/A14T boli pripravené ako rekombinantné proteiny

Ustavom biochémie Prirodovedeckej fakulty Masarykovej univerzity v Brne.

3.4 Metody

3.4.1 Infiltracia tabakovych listov
Na aplikédciu testovanych latok bol vybrany list Stvrtej odnoze odspodu rastliny.
Na troch odlisnych segmentoch toho istého listu bol testovany vplyv 100 nmol-I*
elicitinu, 500 mmol-1? roztoku LaCls, 100 nmol-I? elicitinu v kombinacii s 500
mmol-I* LaCls. Do $tvrtého segmentu bola infiltrovand deionizovand voda ako
kontrola. Vpichom pomocou ihly bola rozruSena epiderma spodnej strany listu,
K tomuto miestu sa prilozilo ustie injek¢énej striekacky a pomalym tlacenim piestu
strieckaCky sa vpravil vybrany roztok medzi mezofylové bunky listu.

Po 24-hodinovej inkubacii v svetelnom rezime 16/8 h boli ifiltrované listy odrezané
pomocou skalpelu, a bol na nich zdokumentovany rozsah nekrézy pomocou
fotoaparatu. Nasledne boli listy vlozené do kadicky s vodou a po d’alsich 24 hodinach,

t.j. 48 h od infitracie, bola fotodokumentacia vzniknutych nekréz zopakovana.

3.4.2 Stanovenie zivotnosti tabakovych buniek
Na stanovenie zZivotnosti bola pouzitd sonda fluorescein diacetat, ktord je esterazami
metabolizovana na fluoreskujuci produkt, fluorescein.

Do mikrotitraénej dostiCky bolo napipetovanych po 100 pl bunkovej suspenzie
v Murashige-Skoog kultivatnom médiu a5 pl pracovného roztoku sondy fluorescein
diacetatu (FDA) o koncentracii 25 pg-ml™. Fluorescencia bola okamZite zmerana
pri vinovych dizkach exiticie aemisie zodpovedajucich 490 nm a514 nm.
Mikrotitratna dosticka bola nasledne 15 min inkubovana (160 RPM, 25°C) za tmy.
Potom bola fluorescencia opitovne zmerana. Pre vyhodnotenie sa pouzil rozdiel v ¢ase

0 a po 15 min.

3.4.2.1 Testovanie vplyvu LaCl; na Zivotnost’ tabakovych buniek
a zivotnosti elicitovanych buniek po aplikacii LaCl;

Suspenzia buniek v Murashige-Skoog kultivatnom médiu bola rozdelena

do pozadovaného mnozstva Erlenmayrovych bank, ktoré boli nasledne umiestnené
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na pol hodinu do inkubétora, aby sa bunky adaptovali na pozmenené podmienky (tzv.
ekvilibracia buniek). Do bank sa pridalo mnozstvo zasobného roztoku LaCls, aby bola
dosiahnuta pozadovana vysledna koncentracia LaCl; v suspenzii tabakovej kultury.
Do jednej z Erlenmayerovych bank bol vzdy pridany iba zodpovedajici objem
deionizovanej vody — kontrolna bunkova suspenzia. V pripade testovania vplyvu LaCls
u elicitovanych buniek bol k tabakovej suspenzii pridany najskor zasobny roztok LaCls
tak, aby bola vysledna koncentracia 1 mmol-I™. Nésledne po 10 minutovej inkubacii,
boli pridané zasobné roztoky testovanych elicitinov o vyslednej koncentréacii 5 nmol-I™,
Ihned po pridavku LaCls/elicitinov a premiesani suspenzie bola premerana zivotnost
tabakovych buniek, vid’. kapitola 3.4.2. Stanovenie bolo opakované po 4., 8.

a 24 hodinach od aplikacie testovanych latok.

3.4.3 Spracovanie materidlu pre stanovenie produkcie ROS

Filtraciou na Biichnerovom lieviku za zniZzeného tlaku bolo odstranené kultivacné
médium z bunkovej suspenzie. Bunky boli rozsuspendované v ekvilibratnom médiu
pridanom v pomere vzdy 10 ml média:1g buniek. Ekvilibracné médium bolo
pripravené podla tab. 2. Celkovy objem bunkovej suspenzie bol rozdeleny
do 10 Erlenmayerovych bank, ktoré sa umiestnili do inkubatora (160 RPM, 25°C)
najednu hodinu, aby sa bunky adaptovali na pozmenené podmienky (ekvilibracia
buniek). Nasledne do 5 Erlenmayerovych bank bol pridany roztok LaCls, aby jeho
vyslednd koncentracia v bunkovej suspenzii bola 1 mmol-I*. Po 10 minttach
od pridavku roztoku LaCls boli do bunkovej suspenzie pridané elicitiny, aby ich
vysledna bola 5 nmol-I™*. V pripade kontroly sa do suspenzie bez LaCls pridala voda

0 objeme zodpovedajicemu objemu pridan¢ho zasobného roztoku LaCls.

Tab. 2 Zlozenie 1 1 ekvilibraéného média pre tabakové bunky, pH 5,8.

Zlozka Mnozstvo na pripravu 1 1 média
D-mannitol 31,889

Chlorid vapenaty bezvody 73,51 mg

Siran draselny heptahydrat 87,14 mg
MES-hydrat 390 mg
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3.4.3.1 Stanovenie produkcie ROS fluorescenénymi sondami
Na stanovanie bola pouZitdi bunkova suspenzia oSetrena 5 nmol-I* elicitinmi
a1 mmol-I" LaCls po pol hodinovej a troj hodinovej inkubacii (160 RPM, 25°C).

Na stanovenie  produkcie ROS sa  pouzila  fluorescenéna  sonda
2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetat ~ (H,DCF  DA) 0 vyslednej koncentracii
200 umol-l'l. Na stanovenie vysokoreaktivnych foriem kyslika (hROS), bola pouzita
fluorescenéna sonda hydroxyfenyl fluorescein  (HFP) o vyslednej koncentracii
200 pmol-1™.

H2DCFDA je lipofilnd zlucenina schopna prechadzat’ bunkovymi membranami.
Po vstupe do cytosolu je deacetylovana esterazami buniek na polarny produkt, H,DCF,
ktory je lahko oxidovateny reaktivhymi formami kyslika na fluoreskujucu formu
dichlorofluorescein (Crow, 1997). HFP tieZ prechadza membranami, ale na rozdiel
od H,DCF DA, reaguje selektivne s hROS, konkrétne s hydroxylovymi radikalomi
a peroxydusitanovymi anionmi (Setsukinai et al., 2003).

Do jamky mikrotitraénej dosticky sa pipetovalo 100 ul elicitovanej bunkovej
suspenzie, nasledne 15 pl ekvilibratného média anakoniec 10 pl pracovného
0,1 mmol-I"* roztoku fluorescencnej sondy. Produkcia ROS a hROS bola merané po pol
hodinovej inkubacii s elicitinmi v 5 mintatovych intervaloch pocas 1 hodiny.

Fluorescen¢ny signal bol v pripade oboch fluorescenénych sond merany pri vinovych
dizkach excitacie a emisie zodpovedajacich 485 nm a 516 nm. Obsah mikrotitratnej

dosticky bol pred kazdym meranim pretrepany po dobu 3 sektnd.

3.4.3.2 Chemiluminiscen¢né stanovenie produkcie ROS
Na stanovenie intracelularnej produkcie ROS bol pouzity luminol, ktory po pridavku
k bunkovej suspenzi zregoval S produkovanymi ROS na produkt, ktory vyziaril svetelné
kvantum ako ddsledok prechodu z exitovaného stavu do zakladného stavu.
Chemiluminiscencné stanovenie vnutrobunkovej produkcie ROS bolo monitorované
thned” po pridavku elicitinov k ekvilibrovanym bunkovym suspenzidm. Do jamky
mikrotitracnej dosti¢ky bolo napipetovanych 140 ul reakéného pufru (tab. 3), 135 pul
bunkovej suspenzie a 25 pl pracovného roztoku luminolu o koncentréacii 0,3 mmol-1™.
Pracovny roztok luminolu bol pripraveny riedenim zasobného roztoku, 30 mmol-1*
luminolu pripraveného v dimetylsulfoxide, do reakéného pufru. Pracovny roztok bol
automaticky davkovany spektrofotometrickym readerom Synergy H1 a bola premerana

chemiluminiscencia. Tento postup bol opakovany pre kazdy ¢asovy interval.
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Tab. 3 Zlozenie reakéného pufru pre chemiliminiscenéné stanovenie, pH 6,5.

Zlozka Vysledna koncentracia [mmol-1"]
D-mannitol 175,0

Chlorid vapenaty bezvody 0,5

Siran draselny heptahydrat 0,5

MES-hydrat 50,0

3.4.4 Spracovanie materidlu pre stanovenie enzymovych aktivit

Z oSetrenej bunkovej suspenzie bolo, podl'a potreby po 1 hodinovej alebo 4 hodinovej
inkubacii (160 RPM, 25°C), odstranené kultiva¢né médium filtraciou na Biichnerovom
lieviku za znizeného tlaku. Bunky z filtratného papiera boli prenesené na hlinikovu
foliu, zmrazené v tekutom dusiku. Zmrazené bunky boli homogenizované v tekutom
dusiku pomocou trecej misky a ti¢iku. Homogenat bol rozdeleny na 0,5g alikvoty
uskladnené pri -80°C.

3.4.4.1 Priprava extraktov pre stanovenie aktivity vybranych enzymov
Na pripravu extraktu bol pouzity vzdy Cerstvo pripraveny extrakény tlmivy roztok
podla tab. 4, ktory sa pridal k homogenizovanym bunkdm umiestenym v l'adovom
kupeli vpomere 2:1 azmes bola dokladne zvortexovana a ponechana v ladovom
kapeli 10 minut za obCasného premieSania. Extrakt bol ziskany centrifugaciou zmesi
(15000 g, 15 min, 4°C). Supernatant bol prepipetovany do Cistej
mikroskimavky, umiestneny do 'adového kupela a pouzity na meranie enzymovych

aktivit askorbateperoxidazy a katalazy.

Tab. 3 Zlozenie extrakéného tlmivého roztoku rozpustenim navazok v 10 ml 0,1 mol-1*
K-fosfatového tlmivého roztoku (pH 7,0) s obsahom disodnej soli etyléndiamintetraoctovej
kyseliny o koncentracii 2 mmol-17.

Latka Navazka [mg] Vysledna koncentracia
Poly(vinylpolypyrrolidon) 100,00 mg 1,00 %

Dithiotreitol 3,10 mg 2,00 mmol-1*
Pefabloc® SC 1,10 mg 0,50 mmol-1*
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3.4.5 Spektrofotometricé stanovenie aktivit katalazy a

askorbatperoxidazy

Na stanovenie aktivity katalazy sa do jamky mikrotitracnej dosticky pipetovali zlozky
podla tabul’ky ¢. 5. Ako blank sa namiesto peroxidu vodika pipetoval zodpovedajuci
objem deionizovanej vody. Po zahajeni reakcie bola merana zmena absorbancie pri
240 nm kazdych 15 s po dobu 10 min. Aktivita katalazy bola nasledne vyjadrena ako
ubytok H,O, v danom casovom intervale, a potom bola spocitana Specificka aktivita
katalazy. Pre vypocet aktivity katalazy bol pouzity extinkény koeficient pre peroxid
vodika, € = 34,9 M™*-cm™.

Tab. 4 Zlozenie reakénej zmesi pre stanovenie aktivity katalazy

Zlozka Objem [ul]
0,1 mol-1fosfatovy tlmivy roztok (pH = 7,0) 240
Bunkovy extrakt (1:2) 20
60 mmol-1™"peroxid vodika 50

Na stanovenie askorbatperoxidazy sa pouzil 30x zriedeny bunkovy extrakt.
Do jamky mikrotitra¢nej dosticky sa pipetovali zlozky podla tabul’ky €. 6, priCom ako
blank sa pouzila destilovand voda namiesto peroxidu vodika. Po zahajeni reakcie bola
merana zmena absorbancie pri 240 nm kazdych 10 spo dobu 2 min. Aktivita
askorbatperoxiddzy bola nésledne vyjadrend ako Ubytok askorbatu v danom Easovom
intervale, a potom bola spoc¢itana Specificka aktivita askorbatperoxidazy. Pre vypocet
aktivity askorbatperoxidazy bol pouzZity extinkény koeficient pre askorbat

e=28MYcem™
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Tab. 6 Zlozenie reakénej zmesi pre stanovenie aktivity askorbatperoxidazy

Zlozka Objem [ul]
0,1 mol-1fosfatovy tlmivy roztok (pH = 6,0) 150
Kyselina askorbova 1,75 mmol-1* 40
Bunkovy extrakt (1:2) 30-krat zriedeny 50
10 mmol-1*peroxid vodika 50

3.4.6 Stanovenie proteinov Bradfordovou metédou
Na stanovenie obsahu celkovych proteinov sa do jamky mikrotitracnej dosticky
napipetovalo 45 pl destilovanej vody, 5 ul standardu hovadzieho sérového albuminu
alebo vhodne nariedenej vzorky rastlinného extraktu a 200 ul pracovného roztoku
Bradfordovho ¢inidla, ktory bol pripraveny nariedenim zasobného roztoku Coomasie
Blue G-250 destilovanou vodou v pomere 1:4. Zasobny roztok Coomasie Blue G-250
bol pripraveny podla tab. 7. Po 5 minutovej inkubécii pri laboratdrnej teplote bola
zmerana absorbancia pri vlnovej dizke 595 nm.

Vzorky aj Standardy boli zmerané v triplikate. Kalibra¢na krivka bola vyhotovena

pouzitim hovédzieho sérového albuminu v rozsahu koncentracii 0,2 - 1,4 mg/ml.

Tab. 7 ZloZzenie 100 ml zasobného roztoku Coomasie Blue.

ZloZka Mnozstvo
Coomasie Blue G250 50 mg
Metanol 25 ml
85% kyselina fosfore¢na 50 ml
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3.4.7 Izolacia RNA

Na izolaciu RNA z rastlinného materialu bol pouzity GeneMATRIX Universal RNA
Purification Kit firmy EURx. Ku kazdej vzorke v mikroskumavke (0,120 g) boli
pridané stabilizacné roztoky 100 pl RL roztoku a 200 pl LG roztoku, ktoré boli
zmie$ané s P-merkaptoetanolom v pomere 10 pl merkaptoetanolu na 1 ml roztoku.
Zmes bola vortexovana 1 min a nasledne centrifugovana pri 16000 g, 4 min, 25°C.
Do novej sterilnej mikroskimavky bolo pridanych 200 ul RL roztoku a nasledne 200 ul
supernatantu. PremieSand zmes bola napipetovand na zlti kolonku, nasledovala
centrifugacia pri 16000 g, 2 min, 25°C. Do mikroskiimavky s eluatom bolo pridanych
300 pl 96% etanolu, zmes bola premiesana a napipetovand na bielu kolonku viazucu
RNA. Vzorka na bielej kolonke bola centrifugovand pri 11000 g, 1 min, 25°C.
Nakoniec bolo na bielu kolonku pridanych 400 pul Wash DNI1 roztoku a zmes bola
centrifugovand pri 11000 g, 1 min, 25°C, eludt bol odstraneny. Priamo na kolénku sa
pridalo 50 pl roztoku DNazyl (1U/ul) a nechalo sa inkubovat’ 10 min pri laboratorne;j
teplote, potom sa pridalo 400 ul Wash RB1 roztoku a vzorka bola scentrifugovana
pri 11000 g, 1 min, 25°C. Na premytie kolonky sa pouzilo 650 ul Wash RBW roztoku
avzorka sa scentrifugovala opdt pri 11000 g, 2 min, 25°C. Druhé premytie
a scentrifugovanie pri 11000, 2 min, 25°C bolo vykonané po pridavku 350 ul Wash
RBW roztoku. Biela kolonka so vzorkou bola prenesena do novej 1,5ml sterilnej
mikroskimavky, potom sa pridalo 50 pl sterilnej RNase-free vody priamo
na membrnanu kolonky, ktora potom bola scentrifugovana pri 11000 g, 1 min., 25°C
(elucia RNA). Po odstraneni bielej kolonky bola mikroskiimavka s izolovanou RNA

zamrazena pre d’alSiu pracu pri -80°C.

3.4.8 Meranie koncentracie a Cistoty RNA

Koncentracia a Cistota izolovane] RNA bola zmerand na spektrofotometrickom readeri
Synergy H1 s pouzitim dosticky Take3. V duplikate bola stanovovena absorbancia
pri vinovych dizkach 260 nm a 280 nm. Na meranie sa pouzili 2 pl vzorky a RNAse-
free voda ako blank. Na vypocet koncentracie RNA boli pouzité hodnoty absorbancie
pri 260 nm, z ktorych program Gene5 uréil koncentracie RNA. Cistota izolovanej RNA
sa hodnoti podla pomeru absorbancii A260 : A280. Vysledny pomer vicsi nez 2

znamena dostato¢nu ¢istotu.
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3.4.9 Reverzna transkripcia
Pomocou Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) bol uskuto¢neny prepis
mRNA do komplementarnej DNA (cDNA). Na pripravu vzorky o objeme 11,4 pl treba
1 pg izolovanej RNA, 1 pl Anchored-oligo (dT)18 primeru (50 umol/I) a RNAse-free
voda. Vznikuta zmes bola inkubovana 10 min v termostate pri teplote 65°C, a potom
chladené na l'ade.

Bol pripraveny potrebny objem premixu podla pocétu vzoriek (tab. 8).
K jednotlivym vzorkdm bolo napipetovanych 8,6 ul premixu. Nasledovala inkubécia
30 min, pri 45°C. Po skonceni inkubdcie bola reverzna transkriptdza inaktivovand 5 min

inkubéciou pri 85°C. Po ochladeni boli vzorky cDNA uskladnené pri -20°C.

Tab. 8 ZloZenie premixu aplikovaného k jednej vzorke izolovanje mRNA

Zlozka Mnozstvo
5x reakény pufor 4,0 pl
Inhibitor RNaz 0,5 ul
dTNP 2,0 ul
DTT 10ul
Reverzna transkriptaza 1,1 pl
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3.4.10 Real-time gPCR

Real-time PCR bola vykonana pouzitim kitu pre gPCR: Xceed gPCR SG 1-step 2x Mix
(Institute of Applied Biotechnologies). Do dosticky uréenej na PCR bol napipetovany
premix podla tab. 9. Nasledne bol pridany DNA templat 1 pl cDNA riedeny 1:1.
Napipetovana dosticka bola umiestnena do cycleru abol spusteny program: pre
1. cyklus 95°C (2 min) (aktivacia polymerdzy) a zvySnych 39 cyklov pre denaturaciu
95°C (5 s), naviazanie primerov 60°C (30 s) a elongaciu 60°C (30 s). Po prebehnuti
39 cyklov nasledovalo ochladenie na 4°C. Nasledovala analyza kriviek topenia. V praci
boli Studované gény RBOHD1 a RBOHD?2, ako housekeeping gény boli pouzité gény

pre aktin a EF-1a. Sekvenciu primerov st uvedené v tab. 10.

Tab. 9 ZloZenie premixu na 1 reakciu PCR

Zlozka MnozZstvo
Xceed gPCR SG 2x Mix 5,00 pl
3 umol/I forward primer 1,33 ul
3 umol/l reverse primer 1,33 ul
Sterilna voda 1,34 pl

Tab. 10 Sekvencie primerov

Gén Forward primer Reverse primer

EF-la TGTGATGTTTTTGTTCGGTC TCAAAAGAAAATGCAGACAGA
TTTA CTCA

aktin CCATTCTTCGTTTGGACCTT TTCTGGGCAAGGGAACCT

RBOHD1 CATCAAAACAGCTAAGGA  GTACACAATAGGGAGAGTTGG
CACAG TAGAC

RBOHD?2 AGATACCAAGGGAATTAA  GGCACCCATCAAAAGAGG
GAATGTG
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Nekrotické ucinky elicitinov na listy Nicotiana tabacum

Elicitiny produkované fytopatogénnymi oomycétami vedi k hypersenzitivnej reakcii
a systémovej ziskanej rezistencii u vybranych druhov rastlin (Bonnet et al., 1996).
Vseobecne plati, ze bazické elicitiny vykazuji vyssiu nekroticku aktivitu nez kyslé,
ktoré st produkované vzdy, zatial’ ¢o bazické produkuju len niektoré z fytopatogénnych
oomycét (Ponchet et al., 1999).

Medzi bazické elicitiny radime kryptogein, medzi kyslé infestin. Rekombinantny
protein CRY K13V je mutantnou formou kryptogeinu, ktord ma v pozicii 13 nepolarny
valin namiesto bazického lyzinu. Tato zamena aminokyselin je sprevadzana poklesom
hodnoty pl proteinu a vedie K zniZeniu jeho nekrotickych ucinkov. Dochadza teda
K priblizeniu vlastnostiam typickym pre kyslé elicitiny (O'Donohue et al., 1995).
Naopak u rekombinantného proteinu infestinu ozna¢eného INF V13K/A14T je v pozicii
13 valin zameneny za lyzin a sGfasne v pozicii 14 je alanin nahradeny treoninom.
V tomto pripade muticia spdsobuje zvySenie hodnoty pl tohto proteinu s ¢im narasta
i jeho nekroticky ucinok.

Chlorid lantanity funguje ako blokator vapnikovych kanalikov v cytoplazmatickej
membrane (Knight et al., 1997). Vapnikové i6ny, ako druhé posly, si dblezité v procese
signalnej transdukcie apouzitie blokatora vapnikovych kanalikov sposobuje
zablokovanie signalnych drah podriadenych Ca?* signalizcii, ktord zaujima dolezit
rolu i v signalnych drahach obrannych reakcii rastlin aktivovanych aplikaciou elicitinov
(Kadota et al., 2004). V nasom pripade sa to prejavilo slabym poklesom v rozsahu
nekrozy (obr. 7 E). Vynimkou bol vsak kryptogein, ktory v kombinacii s LaCl; vyvolal
rozsiahlej$iu nekrozu po 48 hodinach od infiltracie listu (obr.7 E).

Zaujimavé je, ze infestin, ktory u tabaku nekrotické 1ézie nevyvolava (Panabiéres
etal., 1998), vnasom experimente na tabakovych listoch vyvolal tvorbu malych
nekrotickych zon (obr. 7 B). Tento pilotny experiment bol vykonany iba jedenkrat
pre zhodnotenie mozného vplyvu LaClz na zmeny v rozsahu vytvaranych nekroz
po infiltracii tabakovych listov testovanymi elicitinmi. Tento vysledok tak mohol byt
podmieneny pripadnym oslabenym rastliny, na ktorej bol ucinok infestinu testovany.
V stulade s O'Donohue a kolektivom (1995) sme detekovali zniZzeny stupen nekrozy

u mutantnej formy kryptogeinu CRY K13V. A naopak, u mutantnej formy infestinu
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INF VI3K/A14T bol pozorovany opacny uc¢inok, ¢o dokazuje vyznamnost lyzinu
Vv pozicii 13 primarnej Struktary elicitinu pre jeho nekroticky ucinok (Pleskova et al.,
2011).

A

A Y + LaCl,

Rozsah nekrozy [%]

24 h 48 h
CRY 111 128
CRY+LaCl3 112 154
CRY K13V 109 135
CRY K13V+LaCl3 100 117
INF 32 32,0
INF+LaClI3 20 20
INF V13K/A14T 101 132
INF V13K/A14T+LaCl3 93 96

Obr. 7 Zhodnotenie nekrotickych téinkov elicitinov v kombinacii s blokatorom vapnikovych
kanalikov (LaCls) na listoch Nicotiana tabacum L. cv Xanthi. Koncentracia elicitinov
100 nmol-I"*; koncentracia LaCl; 500 mmol-I™. Pouzité elicitiny: (A) kryptogein (CRY) a (B)
jeho mutantna forma CRY K13V, (C) infestin (INF) a (D) jeho mutantna forma INF
V13K/A14T. (E) Zhodnotenie rozsahu nekrotickej plochy vzhl'adom na infiltrovani plochu
segmentov listov po 24 a 48 hod. od infitracie listov testovanymi latkami.
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4.2 Vplyv elicitinov na Zivotnost’ bunkovej suspenzie Nicotiana

tabacum po zablokovani Ca”* kanalikov
Na stanovenie zmien v Zivotnosti tabakovych buniek po oSetreni 5 nmol-I"* elicitinmi
a1 mmol-I" LaCl; bola pouzita sonda fluorescein diacetat (FDA). Testovaniu Zivotnosti
predchadzalo najdenie vhodnej koncentracia blokatora vapnikovych kanalikov - LaCls.
Zobr. 8 vyplyva, ze koncentracia 1 mmol-1* LaCl; negativne neovplyviuje
zivotaschopnost neelicitovanych buniek., preto bola vybrata pre d’alSie experimenty.
Zvolend koncentracia LaCls bola pouzita iV dalSich S$tadidch zaoberajucich sa
problematikou signalizacie Ca®" ionmi (Lachaud et al., 2011; Liu a Hasenstein, 2005).
VysSia testovana koncentracia, 2 mmol-1* LaCls, sa wukazala ako nevhodna.
Uz po 8. hodine od oSetrenia zacal byt pozorovany vyraznej$i negativny vplyv

na Zivotaschopnost’ tabakovyh buniek (obr. 8).

3,00
2,50
2,00

relativna zmena Zivotnosti

kontrola 0,1 mM 0,5 mM 1mM 2mM

testovana koncentracia LaClI3

Obr. 8 Testovanie vplyvu zvySujucej sa koncentracie blokatora vapnikovych kanalikov, LaCls,
na zivotnost' tabakovych buniek. Stanovenie zivotnosti pomocou fluorescen¢nej sondy FDA
v ¢asovych intervaloch 0, 4, 8 a 24 hodin od aplikacie LaCls. Testované koncentracie 0,1; 0,5;
1,0 a 2,0 mmol-I™. Stanovenie bolo vykonané v biologickom triplikate.

39



Dalej sa v predloZenej praci testovala Zivotaschopnost' elicitovanej bunkovej
suspenzie Nicotiana tabacum L. cv Xanthi po blokacii Ca?* kanélikov v porovnani
S0 zmenami V zivotaschopnosti tychto buniek vyvolanymi nekrotickym u¢inkom
samotnych elicitinov (obr. 9). V kontrolnej bunkovej suspenzii vidime, ze dochadzalo
k poklesu zivotnosti buniek v 4. a 8. hodine od zaciatku experimentu, ¢o mohlo byt
spdsobené stresom vyvolanym manipuléciou s bunkovou kulturou. Po 24 hodinach sa
zaznamenal narast fluorescencného signalu v dosledku rastu a delenia sa buniek
za priaznivych kultiva¢nych podmienok.

V bunkovej suspenzii oSetrenej kryptogeinom doSlo k vyraznému poklesu
zivotaschopnosti po 24 hodinach od aplikacie tohto elicitinu. Teoreticky mala byt
pozorovana takmer nulovd Zivotnost, pretoze bazicky kryptogein uz o koncentrécii
5 nmol-1" vykazuje pre tabakové bunky vysoky nekroticky uginok veduci k bunkovej
smrti (Sedlar, 2018). V kombinacii kryptogeinu s LaCl; vSak sledujeme mensi
a postupny pokles zivotnosti po 4 h, ktory sa v ¢ase 8 h od elicitacie prehlbuje ale po 24
h Zivotnost’ vyrazne narasta. V ¢ase 4 h od aplikéacie kryptogeinu k tabakovym bunkam,
najskor oSetrenym pridavkom LaCls, nedoslo k tak velkému poklesu Zivotnosti ako
v pripade samotného kryptogeinu, ktory spdsobil prudsi pokles zivotnosti prave
uzpo4h. Toto pozorovanie by mohlo byt vysvetlené zablokovanim bunkovej
odpovede na urovni véapnikovej signalizicie, vedicim k potlaceniu indukcie HR,
pre ktoru je typicka programovanéa bunkova smrt’.

Mutantna forma kryptogeinu, CRY K13V, ma v porovnani s kryptogeinom menej
negativny vplyv na zivotaschopnost’ tabakovych buniek (O'Donohue et al., 1995), ako
vyplyva aj z nasho stanovenia (obr. 9). CRY K13V v kombinacii s LaCls spdsobili
postupné klesanie Zivotnosti buniek v case 4 h a8 h od elicitacie. Po 24 h vSak
Zivotnost’ stipla na Groven zivotnosti bunkovej suspenzie oSetrenej iba CRY K13V.

Pokles zivotnosti uinfestinu, ktory nevykazuje utabaku nekrotické UCinky
a nespdsobuje tak smrt’ buniek, je porovnatelny s kontrolou, az na rozdiel v zmeranej
zivotnosti po 24 h. S pridavkom LaClsz sa Zivotnost’ infestinom elicitovanych buniek
vyrazne nezmenila (obr. 9). Antonin Sedlaf (2016) vo svojej bakalarskej praci sledoval
zmeny Zivotnosti tabakovej bunkovej kultary pouzitim redoxného indikatora resazurinu.
Po stvrtej hodine vSak nezaznamenal pokles Zivotnosti, aky je prezenovany na obr. 9.
V jeho pripade zmena zivotnosti v Case bola minimalna a porovnatelna s kontrolou.
Pokles zivotnosti mohol byt’ spdsobeny stresom vyvolanym manipulaciou s bunkovou

kultarou, vzhl'adom na to, ze i v kontrolnej bunkovej suspenzii doslo k porovnatelnému
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poklesu signalu fluorescencie. Po 24 hodinach doslo k zvySeniu zivotnosti, ktora vSak
nedosahovala troven kontroly, o mohlo byt sposobené odlisnou rychlostou v deleni
buniek ovplyvnenych elicitinom.

Mutantna forma infestinu INF V13K/A14T vykazuje zvySené nekrotické ucinky
na listoch tabaku, ¢o sa odrazilo v stanovenej Zivotnosti buniek. Zivotnost s Gasom
postupne klesala. V kombinacii s LaCl; INF V13K/A14T po prvotnom poklese
zivotnosti v ¢ase 4 h sa mnozstvo zivotaschopnych buniek zvySovalo (obr. 9).

Vysledky ziskané aplikaciou kryptogeinu, infestinu a INF VI13K/A14T, vzdy
po predchadzajucej aplikacii 1 mmol 1" LaCls suhlasia so skutognostou, Ze potlatenie
bunkovej odpovede na trovni vapnikovej signalizacie, neviedlo k tak silnej indukcii
HR, pre ktorti je charakteristicka smrt’ buniek. My teda nepozorujeme pokles
V stanovenej zivotnosti buniek v takej miere, ako utabakovyh buniek oSetrenych
samotnymi elicitinmi. S vynimkou elicitacie INF, ktory nekrotické uc¢inky nevykazuje

(Panabicres et al., 1998).
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Obr. 9 Testovanie zivotnosti buniek N. tabacum po elicitacii a elicitovanych buniek N. tabacum
po predchadzajicej aplikacii blokatora Ca®* kanalikov v Gasovych intervaloch 0, 4, 8 a 24 hodin
od aplikacie elicitinu. Koncentracia elicitinov 5 nmol-l'l; koncentréacia LaCls 1 mmol 1™, Pouzité
elicitiny: kryptogein (CRY) a jeho mutantna forma CRY K13V, infestin (INF) a jeho mutantna
forma INF V13K/A14T.
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4.3 Stanovenie produkcie ROS

Po rozpoznani elicitinu dochadza k aktivacii signalnych drah, vedacich, okrem iného,
k tvorbe ROS (Garcia-Brugger et al., 2006). Elicitiny vSeobecne spdsobuju prudky
narast produkcie ROS, ktory moéze prebiehat’ v dvoch fazach (Noirot et al., 2014).
U rastlin si hlavnhym producentom reaktivnych foriem kyslika NADPHoxidazy,
oznacované tiez ako RBOH, ktoré st vSeobecne regulované okrem posttranslacnych
modifikacii, ako je napr. fosforylacia, aj asociaciou s RacGTPazou (Oda et al., 2010),
ich aktivita d’alej moze byt regulované hladinou ATP (Song et al., 2006) a vyznamnu
rolu v regulacii aktivity NADPHoxidaz tiez zaujimaju vapenaté iony (Cacas et al.,
2017).

4.3.1 Chemiluminiscen¢né stanovenie produkcie ROS

Priebeh produkcie ROS, v kultare tabakovych buniek, bol sledovany s vyuzitim
chemiluminiscenénej sondy luminolu, ktory po pridavku k bunkovej suspenzi zreagoval
na produkt vyzarujici svetelné kvantum ako dosledok prechodu z excitovaného stavu
do zakladného stavu.

Vyhodou tohto stanovenia je, okrem vysokej citlivosti metody, Ze umoziuje priame
monitorovanie ¢asového priebehu produkcie ROS vo zvolenych ¢asovych intervaloch.
Zmeny v tvorbe ROS u elicitovanych tabakovych buniek v kombinacii s aplikaciou
LaCl; boli sledované po dobu 7 hodin, pocas ktorych bolo mozné detekovat’ maxima
oboch faz produkcie ROS. V ase objavenia sa maxima v prvej faze oxidativneho
vzplanutia (0-90 min) adruhej faze oxidativneho vzplanutia (240-300 min) bola
produkcia ROS monitorovana v 15 min intervaloch, v ostatnych ¢asovych tsekoch bola
hladina vzniknutych ROS detekovana v dlh§om casovom intervale, ato kazdych
30 min.

Ako uz bolo uvedené, oxidativne vzplanutie u kryptogeinom elicitovanych buniek
ma dve fazy (Noirot et al., 2014), ¢o taktieZ bolo pozorované (obr. 10). Rekombinantny
protein CRY K13V spdsobil slaby narast hladiny ROS v druhej faze oxidativneho
vzplanutia, pricom infestin ako kysly elicitin nevyvolal tvorbu ROS v druhej faze
oxidativneho vzplanutia vobec. Z vysledkov (obr. 10) vyplyva, Ze lyzin v pozicii 13 je
dolezity pre vyvolanie produkcie ROS. Zo zavislosti produkcie ROS na case tiez
vyplyva, Ze po prvej kratkotrvajicej faze dochadza k poklesu produkcie ich tvorby,
comodze byt sposobené posttranslaénou modifikaciou, konkrétne S-nitrosylaciou

NADPHoxidazy odohravajtcej sa na Cys890 (Yun et al., 2011). Nasledné zvySovanie
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hladin ROS v druhej faze oxidativneho vzplanutia je pravdepodobne spdsobené
presunom neaktivnej NADPHoxid4zy z vnutornych zasob, hlavne Golgiho komplexu,
do cytoplazmatickej membrany, kde sa nasledne aktivuje (Noirot et al., 2014).

U vzoriek s pouzitim LaCl; a CRY moézeme vidiet’ narast hladiny ROS v prvej faze,
ktory je ale cca 5x niz8i v porovnani s produkciou ROS po aplikacii iba CRY. Druha
faza produkcie ROS je takmer tuplne potlacend. Vynimkou je efekt INF, kedy
v pritomnosti LaCl; boli detekované dve fazy produkcie ROS, ale v porovnani
s aplikaciou elicitinu bez LaCls je produkcia cca 15x nizSia. Pre nedostatok Ca®*
nedochddza ktvorbe ROS, ¢o moze byt spdsobené zablokovanim tvorby PA
alebo transportu NADPHoxid4az zo zasob do plazmatickej membrany (Noirot et al.,
2014), pripadne zablokovanim mechanizmu aktivacie NADPHoxidaz. Vysledok
stanovenia tak moze zodpovedat’ nasledujucemu predpokladu.

Po elicitacii kryptogeinom dochadza k prudkému nérastu kyseliny fosfatidovej (PA),
dosahujucej maximum, po 10 minutach od elicitdcie, ktorého hladina je
udrziavana nasledujucu hodinu. Fosfolipazy C z rodiny PI-PLC st kalcium dependentné
enzymy a pouzitie blokatoru vapnikovych kanalikov vedie k inhibicii tvorby PA, ako
bolo dokazané pomocou radioaktivneho znacenia (Cacas et al., 2017). Je tak zamedzené
toku Ca*" do cytosolu, a to vedie k zablokovaniu signalnej transdukcie a k potladeniu
tvorby PA, ¢o zabrani v aktivacii NADPHoxidazy a naslednej tvorbe ROS.

Zhang a kolektiv (2009) dokazali, ze fosfatidova kyselina priamo interaguje
s NADPHoxidazou u Arabidopsis prostrednictvom domény viazucej PA nachadzajuce;j
sa na N-konci NADPHoxidazy. Z porovnania sekvencii NADPHoxidazy Arabidopsis
a NADPHoxidazy tabaku vyplyva, Ze primarna Struktira domény viazucej PA, vratane
dvoch aminokyselin podielajucich sa na priamej interakcii s PA, su konzervované
U oboch tychto rastlin, preto sa da predpokladat, ze u N. tabacum je NADPHoxidaza
regulovana taktiez prostrednictvom PA (Cacas et al., 2017). Na zaklade toho sa da
oCakavat, ze pouzitie LaCls zablokuje vapnikové kanaliky, ¢o spOsobi potlacenie

produkcie ROS, prostrednictvom zablokovania tvorby PA.
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Obr. 10 Intracelularna produkcia ROS u bunkovej suspenzie N. tabacum po aplikacii elicitinov
(o koncentracii 5 nmol-I") bez blokatora vapnikovych kanalikov. Detekcia luminolom.
Zavislost’ produkcie ROS na Case zobrazuje obe fazy oxidativneho vzplanutia s vynimkou
oSetrenia tabakovej kultury INF, u ktorej je zvySena produkcia ROS pozorovana iba v prvej faze
obrannej reakcie. CRY - kryptogein, CRY K13V — mutantna forma kryptogeinu, INF — infestin,
INF V13K/A14T — mutantna forma infestinu.
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Obr. 11 Intracelularna produkcia ROS u bunkovej suspenzie N. tabacum po aplikacii elicitinov
(o koncentracii 5 nmol-1™) s blokatorom vapnikovych kanalikov, LaCl; (1 mmol-1™). Detekcia
luminolom. Zavislost produkcie ROS na ¢ase zobrazuje prva fazu oxidativneho
vzplanutia, druha faza je vyrazne potlacena v dosledku zablokovania vapnikovych kanalikov.
CRY - kryptogein, CRY K13V — mutantna forma kryptogeinu, INF — infestin, INF V13K/A14T
— mutantna forma infestinu.
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4.3.2 Stanovenie expresie NADPHoxidazy
Elicitacia kryptogeinom indukuje v tabakovych bunkach zvySenu expresiu
NADPHoxid4z. Mnozstvo mRNA kédujucich NADPHoxidazu sa po 30 min elicitacie
zvySuje priblizne 1,5-nésobne a Vv ¢ase 60 minut az 2,3-nasobne. Novo syntetizované
NADPHoxidazy su lokalizované do Golgiho komplexu, a nasledne su v pripade potreby
translokované do cytoplazmatickej membrany (Noirot et al., 2014).

Indukcia expresie oboch sledovanych izoforiem NADPHoxiddz (RBOHD1
a RBOHD2) bola zaznamenana u buniek osetrenych vsetkymi elicitinmi a rovnako
aj u kontrolnych buniek osetrenych LaCls (obr. 12 a obr. 13). V bunkach osetrenych iba
LaCl; doslo k zvySeniu expresie NADPHoxidazy pravdepodobne z toho dovodu, ze
LaCl; ako blokator vapnikovych kanalikov vyvolal u buniek stres, v odpovedi na ktory
bunky zareagovali vratane zvysSenia expresie génov kodujucich NADPHoxidazy.
Naviac bola zablokovana aktivicia NADPHoxidazy, ktorej funkcia je potrebna aj
za fyziologickych podmienok, takze bunka pravdepodobne zareagovala zvySenim
expresic NADPHoxidaz. V bunkach s aplikovanym kryptogeinom v kombinacii s LaCls
doslo k poklesu expresie RBOHD1 (obr, 12) aj RBOHD2 (obr. 13) v porovnani s ich
expresiou v bunkach oSetrenych samotnym kryptogeinom, v ktorého pripade bol
detekovany  S§tvornasobny  narast  odpovedajucich  transkriptov  izoforiem
NADPHoxid4dzy. Rovnaky trend moZeme pozorovat  po oSetreni buniek
samotnou mutantnou formou kryptogeinu CRY K13V aj v elicitacii po predchadzajuce;j
aplikacii blokatora Ca®" kanalikov, kedy oSetrenie CRY K13V v kombinacii s LaCls
vyvolalo nizsiu expresiu RBOHD1 (obr. 12) a RBOHD?2 (obr. 13). V pripade elicitacie
infestinom po predchadzajicej aplikdcii LaCl; bolo pozorované, ze miera expresie
RBOHD1 zostala v oboch pripadoch rovnaka (obr. 12). U expresii RBOHD?2 je vidiet
rovnaky trend ako u kryptogeinu, teda doslo k poklesu expresie u buniek oSetrenych
elicitinmi v kombinacii s LaCls (obr. 13). Najmensiu indukciu expresie RBOHD1
aRBOHD2 vyvolala mutantna forma infestinu INF V13K/A14T s pouzitim aj
bez pouzitia LaCls.
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Obr. 12 Relativne vyjadrenie zmeny v expresii NADPHoxidazy — izoformy RBOHDL1 4 hodiny
po aplikacii elicitinov (o koncentracii 5 nmol-I™) a aplikacii elicitinov v kombinacii s LaCls
(0 koncentracii 1 mmol-1™"). Kryptogein (CRY), mutantnd forma kryptogeinu CRY K13V,
infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.
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Obr. 13 Relativne vyjadrenie zmeny v expresii NADPHoxidazy — izoformy RBOHD2 4 hodiny
po aplikécii elicitinov (o koncentracii 5 nmol-I™") a aplikécii elicitinov v kombinécii s LaCls
(0 koncentracii 1 mmol-I""). Kryptogein (CRY), mutantnd forma kryptogeinu CRY K13V,
infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.
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Zo stanovenia expresic NADPHoxidazy, izoforiem RBOHD1 a RBOHD2 v ramci
tejto prace moézeme potvrdit, ze elicitdcia tabakovych buniek vSeobecne vedie
k zvySeniu expresie tychto proteinov (Lherminer et al., 2009). Antonin Sedlai (2016)
VO svojej bakalarskej praci sledoval zmeny v expresii RBOHD1 a RBOHD2 v tabakovej
suspenzii oSetrenej vybranymi elicitinmi, vratane kryptogeinu a infestinu. V praci bolo
poukazané, ze spomenuté elicitiny, kryptogein ainfestin, indukujui expresiu
NADPHoxidazy, pricom izoforma RBOHD2 bola u kryproteinom a infestinom
elicitovanych buniek exprimovana vo vysSej miere ako izoforma RBOHD1. V pripade
infestinu toto zistenie sthlasi s predlozenymi vysledkami (obr. 12 aobr. 13).
Ale v pripade buniek elicitovanych kryptogeinom bola zaznamenana opacna zmena,
hoci rozdiel v expresii RBOHD1 a RBOHD2 bol minimalny.

Co sa tyka zmien v expresii tabakovych NADPHoxid4z po elicitacii buniek vopred
oSetrenych blokatorom Ca®" kanalikov, tak blokacia tychto kanalikov viedla k poklesu
Vv expresii oboch sledovanych izoforiem NADPHoxidazy. To sthlasi s predpokladom,
7e LaCls zablokovanim Ca®" kanélikov negativne ovplyvnil signadlnu transdukciu
Vv ramci obrannej reakcie rastlinnej bunky, ¢o v dosledku viedlo k zmene expresie
NADPHoxidazy.

4.3.3 Stanovenie hladiny ROS fluorescen¢nou sondou H,DCF DA

Produkcia ROS bola sledovana utabakovej bunkovej kultury nielen
chemiluminiscencne, ale aj s pouzitim membranovo permeabilnej fluorescencnej sondy
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetatu (H,DCF DA). Nevyhodou tejto sondy je, Ze
V tomto usporiadani experimentu neumoziiuji monitorovanie priebehu produkcie ROS
v konkrétnom case, ale je iba stanovovana celkova hladina vzniknutych ROS za dany
Casovy usek.

Mnozstvo produkovanych ROS v prvej faze oxidativneho vzplanutia (obr. 14) je
u kontrolnych buniek s LaCls aj bez jeho aplikacie porovnatelné. U rekombinantného
proteinu CRY K13V aj infestinu sa zaznamenal mierny pokles v produkcii ROS
V porovani s kontrolou.

U mutantnej formy CRY KI13V sa ocakaval pokles v produkcii ROS, pretoze
mutaciou mierne klesaji jeho nekrotické ucinky, €o sa potvrdilo (obr. 14). V pripade
aplikacie blokatora Ca* kanalikov by sa dalo predpokladat’, ze LaCls sposobi pokles
v produkcii ROS a budu teda detekované ich niZsie hladiny.
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Obr. 14 Relativne vyjadrenie zmeny produkcie ROS po elicitacii (5 nmol-I" elicitinmi)
aelicitacii po predchadzajucom oSetreni blokatorom Ca®* kanalikov (1 mmol-I* LaCls)
u bunkovej suspenzie N. tabacum. Znazornena produkcia ROS v prvej faze oxidativneho
vzplanutia, detekcia sondou H,DCF DA. Kryptogein (CRY), mutantna forma kryptogeinu CRY
K13V, infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.

V druhej faze oxidativneho vzplanutia (obr. 15) kryptogeinom elicitované bunky
vykazovali pokles v produkcii ROS, ¢o nesuhlasi s vysledkom ziskanym
chemiluminiscenénym stanovenim ROS (obr. 10), kedy dochadzalo u kryptogeinu
k velkému narastu ROS. Vzhladom na citlivost metddy a usporiadani experimentu
a dosiahnutom vysledku vyplyva, Ze tito sonda nie je vyhovujuca pre dany typ
experimentu. Kryptogein v kombinacii s LaCl; vyvolal maly narast produkcie ROS
V porovnani s aplikaciou samotného kryptogeinu, ¢o nezodpoveda
chemiluminiscen¢nému stanoveniu, kde bola produkcia vyrazne zniZena.

U buniek oSetrenych elicitinmi CRY K13V, infestinom aINF V13K/A14T
s vynimkou kryptogeinu doslo k zniZeniu produkcie ROS, ked’ menované elicitiny boli
aplikované spolu s LaCls. Pozorovana zmena je vyvolana vplyvom LaCls, ktory blokuje
tok vapenatych i6nov, zapoplastu do cytosolu, potrebnych pre aktivaciu
NADPHoxidazy (Cacas et al., 2017).

Predpoklad, ze v druhej faze bude produkcia ROS viac ovplyvnend sa potvrdil,
mozeme pozorovat’ vyraznejSie zmeny v produkcii ROS nez vo faze prvej, dovodom je
pravdepodobne dlha inkubécia s LaCls.

Chemiluminiscencnd metdda detekcie zmien produkcie ROS je vhodnejSia
V porovani s detekciou pomocou fluorescen¢nej sondy H,DCF DA. Vyhodou je, ze st
detekované zmeny v danom c¢ase, metoda je viac citliva a dochadza k detekcii

peroxiduvodika v reakcii s luminolom. Naviac z ¢asového priebehu produkcie ROS sme
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schopni od¢itat’ konkrétne maxima hladin ROS v oboch fazach oxidativneho vzplanutia.
H,DCF DA reaguje neSpecificky, pricom tato sondu dokazu oxidovat v réznej miere

peroxydusitany, chlornany a peroxid vodika v pritomnosti peroxidazy (Crow, 1997).
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Obr. 15 Relativne vyjadrenie zmeny produkcie ROS po elicitacii (5 nmol-I"* elicitinmi)
aelicitacii po predchadzajicom oSetreni blokatorom Ca** kanalikov (1 mmol:I* LaCls)
u bunkovej suspenzie N. tabacum. Znazornend produkcia ROS v druhej faze oxidativneho
vzplanutia, detekcia fluorescenénou sondou H,DCF DA. Kryptogein (CRY), mutantna forma
kryptogeinu CRY K13V, infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.
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4.3.4 Stanovenie hladin hROS fluorescen¢nou sondou HPF

Vysokoreaktivne formy kyslika (hROS) boli stanovované pouzitim fluorescencnej
sondy hydroxyfenyl fluoresceinu (HPF), ktora Specificky deteguje hydroxylovy radikal
a peroxydusitan (Setsukinai et al., 2003).

V prvej faze oxidativneho vzplanutia (obr. 16) u kontrolnych buniek aplikacia LaCls
sposobila pokles produkcie hROS o 75 %. Elicitiny kryptogein, CRY K13V, infestin
a INF VI3K/A14T vyvolali zvySeny narast produkcie hROS. Tento narast bol vyrazne
potlaceny aplikaciou LaCl; kdanym elicitinom. Bazicky kryptogein spdsobil
dvojnasobny narast v produkcii hROS v porovnani s kontrolou. V kombinacii s LaCls
produkcia klesla 0 75 % v porovnani so samotnym kryptogeinom. V pripade kyslého
infestinu a infestinu s aplikovanym LaCl; bola zaznamenana v produkcii hROS len
mald zmena. Rekombinantny protein INF V13K/A14T vykazoval zvySenu produkciu
hROS.

Vo vysledkoch bakalarskej prace Antonina Sedlare (2016) kryptogein spdsobil
najvacsi narast hROS v porovnani s kontrolou. Infestin taktiez vyvolal pokles
v produkcii hROS v porovnani s kontrolou. Toto zistenie je v zhode s predloZzenymi
vysledkami (obr. 16) a s vlastnostami typickymi pre bazické a kyslé elicitiny. Mozeme
skonstatovat’, ze mutacie u elicitinov spdsobili ¢iastocné obratenie vlastnosti elicitinov,
tj. CRY K13V sa po mutacii svojimi vlastnostami priblizuje ku kyslému infestinu,
pri¢om dochadza k slabsej produkcii ROS, a naopak INF V13K/A14T sa vlastnost'ami
Ciastoéne priblizuje bazickému kryptogeinu, a preto dochadza k zvyseniu produkcie
hROS (obr. 16).
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Obr. 16 Relativna zmena produkcie ROS po elicitacii (5 nmol-I" elicitinmi) a elicitacii
po predchadzajucom osetreni blokatorom Ca®* kanalikov (1 mmol-I™) u bunkovej suspenzie
N. tabacum. Znazornena produkcia hROS v prvej faze oxidativneho vzplanutia, detekcia
fluorescencnou sondou HPF. Kryptogein (CRY), mutantna forma kryptogeinu CRY K13V,
infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.

V druhej faze oxidativneho vzplanutia (obr. 17) produkcia hROS v bunkach
elicitovanych kryptogeinom a INF V13K/A14T stale dosahovala vysoké hodnoty.
Produkcia hROS v bunkach elicitovanych infestinom a CRY K13V klesla na
porovnatelni uroven, detekované hladiny ROS sa blizili kontrole. Pouzitie LaCls
sposobilo pokles v produkcii hROS vo vSetkych elicitovanych bunkéch.

V pripade kryptogeinu a INF V13K/A14T mozeme pozorovat, Ze v druhej faze sa
prehibili rozdiely v produkcii hROS medzi elicitovanymi bunkami s pouzitim LaCls

a bez jeho pouzitia (obr. 17). Pozorovanie je v zhode s hypotézou uvedenou vyssie.
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Obr. 17 Relativna zmena produkcie ROS po elicitacii (5 nmol-I" elicitinmi) a elicitacii
po predchadzajucom osetreni blokatorom Ca®* kanalikov (1 mmol-I™) u bunkovej suspenzie
N. tabacum. Znazornena produkcia hROS v druhej faze oxidativneho vzplanutia, detekcia
fluorescencnou sondou HPF. Kryptogein (CRY), mutantna forma kryptogeinu CRY K13V,
infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.

4.4 Metabolizmus ROS

Reaktivne formy kyslika st vo vysokych koncentracidch pre bunku toxické, reaguji
s bunkovymi Struktirami aich nadmernd produkcia moéze viest k bunkovej smrti.
Akumulacia ROS je spdsobenda nerovnovahou v produkcii a detoxifikaciou ROS.
Na detoxifikdcii sa podielajiu antioxidacné systémy bunky, kam spadaji jednak
antioxidanty napr. glutation, jednak tzv. antioxidaéné enzymy, medzi ktoré patri napr.
katalaza a askorbatperoxidaza (APX; EC 1.11.1.11), ktoré boli v ramci predlozenej
bakalarskej praci Studované (Camejo et al., 2016).

4.4.1 Stanovenie aktivity katalazy
Katalaza ako antioxida¢ny enzym katalyzuje rozklad peroxidu vodika na vodu a kyslik,
¢im sa podiel’a na ochrane bunky pred oxida¢nym stresom (Camejo et al., 2016).

V prvej faze oxidativneho vzplanutia kryptogein sposobil mierny pokles v aktivite
katalazy (obr. 18), CRY K13V vyvolal takmer dvojnadsobné zvysenie aktivity katalazy
Vv porovani s kryptogeinom. Infestin spdsobil len mierne zvySenie Vv porovani
s kontrolou a aktivita v pripade INF V13K/A14T zostala na trovni kontroly.
V kombindcii kryptogeinu a LaCls sme zaznamenali nérast v aktivite katalazy, CRY
K13V v kombinacii s LaClz spdsobil priblizne dvojnasobny narast v porovnani
s kontrolou a v pripade infestinu doslo k narastu aktivity porovnatelnej s CRY K13V
bez aplikacie LaCls. Aktivita katalazy v pripade INF V13K/A14T v kombinacii s LaCls
zostala bez zmeny, na urovni kontroly.
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Obr. 18 Enzymovéa aktivita katalazy, po elicitacii (5 nmol-I" elicitinmi) a elicitacii
po predchadzajucom o3etreni blokatorom Ca?* kanalikov (1 mmol-I* LaCls) u tabakovej
bunkovej kultary N. tabacum. V grafe je porovnavana aktivita antioxidaéného enzymu katalazy,
v prvej faze oxidativneho vzplanutia. Kryptogein (CRY), mutantna forma kryptogeinu CRY
K13V, infestin (INF) ajeho mutantna forma INF V13K/A14T. * Zmerné iba jedenkrat
(vysledok nutné overit)).

V druhej faze oxidativneho vzplanutia (obr. 19) sa u kontrolnych buniek oSetrenych
LaCl; zvysila aktivita katalazy asi o 10 % V porovnani s kontrolou. Bunky elicitované
kryptogeinom bez aj s LaCls nevykazovali rozdiel v aktivite katalazy. Ked’ sa elicitiny
CRY K13V a INF V13K/A14T aplikovali spolu s LaCl; aktivita katalazy poklesla, ako
ked” sa elicitiny aplikovali samostatne. Opaény trend sa zaznamenal u buniek
elicitovanych infestinom, kedy aktivita katalazy vzrastla, v pripade, Ze bunky boli
elicitované s pridavkom LaCls.

V miere produkcie ROS po stvrtej hodine (obr. 15) od elicitacie, je vidiet' pokles
v produkcii ROS po aplikédcii LaClz v bunkach elicitovanych CRY K13V a INF
V13K/A14T. V aktivite katalazy po 4 hodine od elicitacie mdZzeme pozorovat’ podobny
trend v jej zmenach ako pri rozdieloch produkcie ROS u osetrenych tabakovych buniek.
U buniek, uktorych bol pozorovany narast v produkcii ROS, sa zvysila aktivita
kataldzy. Z ¢oho sa da usudit, Ze zvySena produkcia ROS vyvolala silnej$iu inicidciu
antioxidacnych systémov v bunke, ako obranného mechnizmu pred nadmernym
poskodenim. Rovnaky trend, tam kde bol narast v produkcii ROS, zvysila sa aj aktivita
katalazy. Chlorid lantanity v porovnani s kontrolou mal vac¢s$i u€inok na zniZenie
aktivity v druhej faze oxidativneho vzplanutia v porovnani s prvou fazou, ¢o mohlo byt
sposobené pomaldim reagovanim buniek na pouzity blokator Ca®* kanalikov.

Pravdepodobne preto vyrazné zmeny V aktivite kataldzy v prvej fdze oxidativneho
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vzplanutia neboli pozorované. Avsak pri stanoveni zmien aktivity katalazy v druhej faze
oxidativneho vzplanutia st vysledky zatazené pomerne velkou Statistickou chybou
apre spravnu interpreticiu vysledkov je nutné stanovenie aktivity kataldzy eSte

zopakovat'.
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Obr. 19 Enzymové aktivita katalazy, po eliciticii (5 nmol-I" elicitinmi) a elicitacii
po predchadzajucom o3etreni blokatorom Ca?* kanalikov (1 mmol-I* LaCls) u tabakovej
bunkovej kultary N. tabacum. V grafe je porovnavana aktivita antioxida¢ného enzymu katalazy,
v druhej faze oxidativneho vzplanutia. Kryptogein (CRY), mutantna forma kryptogeinu CRY
K13V, infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.
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4.4.2 Stanovenie aktivity askorbatperoxidazy
Askorbatperoxidaza ako antioxida¢ny enzym katalyzuje oxidaciu askorbatu za spotreby
peroxidu vodika, ¢im sa podiel'a na ochrane bunky pred oxida¢nym stresom (Camejo
etal.,, 2016). Da sa predpokladat’, Ze v pripade elicitinov s vysokymi nekrotickymi
ucinkami (kryptogein) moéze dojst’ k silnejSej inicidcii zapojenia askorbatperoxidazy
v detoxifikacii ROS vzniknutych v nadmernej miere.
V prvej faze oxidativneho vzplanutia (obr. 20) sa u buniek s aplikovanym LaClj
hodnota aktivity asporbaperoxidazy znizila priblizne 0 26 % v porovnani s kontrolou.
Vplyv vsetkych ostatnych elictinov na aktivitu askorbaperoxidazy bol porovnatelny
bez vyraznejSich rozdielov. Produkcia ROS v prvej faze oxidativneho vzplanutia (obr.
14) bola taktiez podobna u vSetkych elicitinov, preto nedoSlo k zvySeniu aktivity

askorbatperoxidazy v elicitovanych bunkach.
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Obr. 20 Enzymova aktivita askorbatperoxidazy, po elicitacii (5 nmol-I™ elicitinmi) a elicitacii
po predchadzajicom oSetreni blokatorom Ca®* kanalikov (I mmol-I" LaClsy) u tabakovej
bunkovej kulary N. tabacum. V grafe je porovnavana aktivita antioxida¢ného enzymu
askorbatperoxidazy, v prvej faze oxidativneho vzplanutia. Kryptogein (CRY), mutantna forma
kryptogeinu CRY K13V, infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.
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V druhej faze oxidativneho vzplanutia (obr. 21) sa u kontrolnych buniek a buniek
s aplikovanym LaClz hodnota aktivity asporbaperoxidazy nelisila. LaCl; je latka, ktora
neiniciuje zvySenu aktivitu antioxidaénych enzymov, Co je v sulade stym, ze
nedochadza k nadmernej aktivacii NADPHoxidazy, a tym padom nevznika nadbytok
ROS a nie je dovod k aktivdcii systémov pre ich detoxifikaciu.

U kryptogeinu doslo k miernemu zvySeniu aktivity askorbatperoxiddzy, zatial
¢ou CRY K13V, infestinu a INF V13K/A14T doslo k poklesu aktivity. U tychto
mutantnych foriem elicitinov sa prejavil ucinok LaCls, kedy aktivita askorbatperoxidazy
bola vysSia v pritomnosti LaClz Vv porovnani s aktivitou tabakovych buniek

ovplyvnenymi elicitinmi.
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Obr. 21 Enzymova aktivita askorbatperoxidazy, po elicitacii (5 nmol-1™ elicitinmi) a elicitacii
po predchadzajuicom oSetreni blokatorom Ca®* kanalikov (1 mmol-I" LaCls) u tabakovej
bunkovej kultary N. tabacum. V grafe je porovnavana aktivita antioxida¢ného enzymu
askorbatperoxidazy, v druhej faze oxidativneho vzplanutia. Kryptogein (CRY), mutantna forma
kryptogeinu CRY K13V, infestin (INF) a jeho mutantna forma INF V13K/A14T.
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5 ZAVER

Ciel'om predlozenej bakalarskej prace bolo stidium vplyvu elicitinov na nekrotické

ucinky a produkciu reaktivnych foriem kyslika po modulacii vapnikovej signalizacie

u bunkovej kultury Nicotiana tabacum cv. Xanthi.

Z vysledkov experimentalnej Casti prace sa da usudit, ze:

kryptogein vyvolava hypersenzitivnu reakciu u tabakovych buniek, pricom jeho
mutantna forma CRY K13V vykazuje znizent nekroticku aktivitu, mutacia
spdsobuje priblizenie sa vlastnostiam kyslych elicitinov

mutantna forma infestinu, INF V13K/A14T, vykazuje zvySenie nekrotickych
ucinkov, mutacia sposobila priblizenie sa vlastnostiam bazickych elicitinov
aplikdcia blokatoru vapnikovych kandlikov, LaCls, pozitivne ovplyvnila
zivotaschopnost’ elicitovanych tabakovych buniek

blokacia véapnikovych kanalikov niekolkonédsobne znizila produkciu ROS
po elicitacii a v podstate u vacsiny testovanych elicitinov eliminovala druhu fazu
oxidativneho vzplanutia u elicitovanych tabakovych bunkach

testované elicitiny zvysili expresiu dvoch izoforiem NADPHoxidazy N. tabacum
blokacia vapnikovych kanalikov neviedla k zvySeniu expresie NADPHoxidazy
u elicitovanych tabakovych buniek

chlorid lantanity znizil produkciu ROS pravdepodobne prostrednictvom
negativnej reguldcie NADPHoxiddzy, ktora nebola aktivovand véapenatymi
16nmi

zvysenie produkcie ROS sposobilo silnejSiu indukciu antioxida¢nych systémov

Vv bunke, ako sucast’ obranného mechanizmu rastliny.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

2,4-D
APX
Avr
AVR3a
AVrA
AvrD
BAK1
BRI1
cADPR
CAT
CBL5
cGMP
CIPK11
CPK®6
CRY
DAG
DGK
DGPP
ELI
ELL
ELR
ETI
ETS
FDA
FS2
GA
H,DCF DA
HPF
HR
hROS
INF

IP3

ISR

JA
LaCI3
LOX
LRR
MAMP
MAPK
MIMP
NB

NO
NPC
0,
OH’
PA
PAL
PAMP

kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova
askorbatperoxidaza

gény avirulencie

efektorova molekula u Phytophthora infestans
efektorova molekula u Pseudomonas syringae
efektorova molekula u Pseudomonas syringae
kindza asociovana s BRI1
brassinosteroid-insensitivel

cyklicka ADP-ribosa

katalaza

kalcineurin B-like protein

cyklicky guanozintrifosfat

kalcineurin B-like interagujica proteinkinaza
kalcium dependentna proteinkindza 6
kryptogein

diacylglycerol

diacylglycerolkinaza
diacylglycerolpyrofosfat

elicitin

elicitinu podobny protein

receptor elicitin response

efektorom spustend imunita

efektorom spustena nachylnost’

fluorescein diacetat

flagellin-sensing 2

Golgiho komplex
2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetat
hydroxyfenyl fluorescein

hypersenzitivna reakcia

vysokoreaktivne formy kyslika

infestin

inositoltrisfosfat

indukovana systémova rezistencia
kyselina jasmonova

chlorid lantanity

lipoxygenazy

doména bohata na leucinové repeticie
molekulové vzory asociované s mikrébom
mitogénom aktivovana proteinkinaza
microbe-induced molecular patterns
nukleotid viazuca doména

oxid dusnaty

neSpecificka fosfolipaza

superoxidovy anion radikal

hydroxylovy radikal

kyselina fosfatidova

fenylalaninamoniak lyaza

molekulové vzory asociované s patogénom
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PC
PC-PLC
PEPR
Peps
pl
PI-PLC
PK
PKC
PLC
PLD
PP

PR
PRR
PTI

R
RBOH
RLK
RLP
RLU
RNS
ROS
Rpg2
Rpg4
RPM
SAR
SEKR3
SIPK
SOBIR1
SOD
WIPK
WIMP/HIMP
WRKY

fosfatidylcholin
fosfatidylcholinfosfolipaza

receptory rastlinnych elicitrovych peptidov
rastlinné elicitorové peptidy
izoelektricky bod
fosfatidylinositolfosfolipaza C

protein kinaza

proteinkinaza C

fosfolipaza C

fosfolipaza D

proeinfosfataza

proteiny suvisiace s patogenézou,
patogén rozpoznavajuci receptor

PAMP spustena imunita

gény rezistencie

respiratory burst oxidase homologue
receptor like-kinaza

receptor like-protein

jednotka luminiscencie

reaktivne fromy dusika

reaktivne formy kyslika

gény rezistencie rastliny soje

gény rezistencie rastliny soje

otacky za minutu

systémovo ziskana rezistencia

somatic embryogenesis receptor kinaza 3
proteinkindza indukovana kyselinou salicylovou
supresor proteinu BIR1-1
superoxiddizmutaza

proteinkindza indukovana poranenim
wound/herbivory-induced molecular patterns.
transkripcné faktory
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