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Abstrakt

Elicitory jsou latky vyvoldvajici u rostlin obranou reakci. Mohou to byt substance
produkované pfimo patogenem nebo vznikaji v rostlin€ Stépenim jeji bunécné stény vlivem
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kryptogeinu a oligandrinu.

V experimentalni ¢asti byl studovan vliv aplikace kryptogeinu, jeho mutantd a oligandrinu na
indukci obranné reakce téi genotyptt Solanum spp. s rozdilnou rezistenci (S. lycopersicum cv.
Amateur — citlivy, S. chmielewskii — stfedné rezistentni, nejvétsi hypersenzitivni odpovéd’, S.
habrochaites — vysoce rezistentni) viéi patogenu Solanum spp. Oidium neolycopersici. Byl
testovan vliv aplikace elicitinli na vyvoj patogenu a rozvoj infekce u Solanum spp., na

intenzitu bunééné smrti, aktivitu peroxidasy a intenzitu lipidické peroxidace
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CILE PRACE

I. Teoreticka ¢ast
Vypracovani literarni reSerSe zaméfené na charakterizaci elicitorit podilejicich se na
iniciaci obranné reakce pii napadeni rostliny patogenem, tzn. shrnuti poznatkl
tykajicich se zadkladni charakteristiky, rozdéleni, mechanismu ptsobeni apod.:

a) elicitord,

b) elicitind,

c) kryptogeinu,

d) oligandrinu.

II. Experimentalni ¢ast
Porovnani vlivu aplikace vybranych elicitinii na obrannou reakci tii genotypt Solanum
spp. inokulovanych biotrofnim patogenem Oidium neolycopersici. Stanoveni

a) intenzity bunééné smrti,

b) aktivity peroxidasy,

c) intenzity lipidické peroxidace,

d) schopnosti vyvoje patogenu.



I. Teoreticka c¢ast



1. Rostliny a stres

Rostlinny stres je jakykoliv nepfiznivy stav nebo substance, kterd ovliviiuje nebo
blokuje metabolismus rostliny, jeji rist nebo vyvoj. Faktory indukujici stres mohou byt biotické
(jedna se o ptisobeni zivych organismil, jako jsou napf. viry, bakterie a houby) nebo abiotické
povahy (vliv faktorl jako je sucho, extrémni teploty, salinita a zneCist'ujici latky napft. tézké
kovy). Dale s ohledem na cCinnost Clovéka se muze jednat o pfirozené faktory bézné se
vyskytujici v pfirod¢ (napt. dlouhé destové periody, vysoka teplota, patogenni organismy) nebo
antropogenni faktory, které jsou ovlivnény pisobenim lidi (napf. herbicidy, pesticidy, kyselé
deste).

Rovnovaha mezi toleranci a citlivosti uréuje, zda ma stresovy faktor pozitivni ¢i
negativni U€inek na dany rostlinny organismus. Limitujicim faktorem mize byt také doba
pusobeni daného stresoru (Kranner et al., 2010).

Pied vystavenim stresu jsou rostliny ve fyziologické rovnovaze, kdy rostou
v optimdlnich podminkéch. Stresory nebo kompletni stresové udalosti, pak vedou ke ttem fazim
stresové reakce, pfipadné pozdé€ji k fazi regenerace po odstranéni plisobeni stresord, pokud
poskozeni rostliny nebylo pfili§ velké (Obr. 1). Faze odezvy (alarmujici faze) je na pocatku
vystaveni rostliny ptsobeni stresového faktoru. Dochazi k odchyleni od normalniho stavu
rostliny a mtize byt zaznamenan pokles vitality. Nasleduje faze nahrady (faze rezistence), kdy je
rostlina stale vystavena plisobeni stresu. V této fazi probiha adaptace na stresové podminky
spojena s opravnymi procesy. Treti je koncova faze (faze vycCerpani). Pii velkém stresu nebo
dlouhodobém puisobeni stresovych faktord muze dojit vlivem pfetizeni adaptacéni kapacity
rostliny k chronickému onemocnéni & smrti. Ctvrtou findlni fazi je regeneraéni faze, ke které
dochazi po odstranéni plsobeni stresovych faktort. V pfipadé Ze nedoslo k pfilis velkému
poskozeni rostliny, mize nastat Castecna nebo uplna regenerace fyziologickych funkci
(Lichtenthaler,1996).

Phase Alarm Stage of Stage of Regeneration
without phase resistance exhaustion phase
stress

resistance

maximum

removal
of the stressor

new
standard standards

resistance

minimum
acute chronic damage,
damage cell death
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Obr. 1

Faze stresové reakce a odpovédi vyvolané u rostlin vlivem plisobeni stresovych faktort

(ptevzato z Lichtenthaler ,1996).

1.1 Reakce na patogen

Rostliny jsou sloZzeny zimobilnich bun€k s pevnymi bunéénymi sténami. Migrace
specializovanych obrannych bunék, jak je znamo u zivodichd, je tedy nemozna. Z tohoto
divodu se u rostlin vyvinuly specifické obranné mechanismy tak, ze bunky ziskaly schopnost
reagovat na pokus o infekci a pfipadné aktivovat obrannou reakci.

Rostlinné reakce mohou byt rozdéleny do dvou kategorii. Nehostitelskd rezistence
(obecnd, nespecificka ¢i zakladni) je odpovédi na plisobeni patogenu a vyskytuje se ve vSech
kultivarech hostitelskych rostlin. Naproti tomu, hostitelsky-specificka rezistence (druhové-
specificka) je charakteristickd pro kombinaci ur¢it¢ho druhu patogenu a odridy hostitelské
rostliny (Angelova et al., 2006).

Rezistence Kk patogenu cCasto koreluje s hypersenzitivni reakci, charakterizovanou
bunécnou smrti rostlinnych bun€k v misté infekce, kterd limituje rozvoj patogenu. V pribéhu
hypersenzitivni reakce je aktivovano mnoho obrannych genti, v¢etné gent kodujicich enzymy
fenolické drahy, genil s patogenezi souvisejicich proteinti- tzv. pathogenesis related proteins —
PR proteiny (napf. glukanasy, chitinasy) a gend glykoproteini bohatych na hydroxyprolin.
V tadé interakci rostlina-patogen rezistence vyzaduje pfitomnost dvou gent: genu rostlinné
rezistence (gen R) a odpovidajiciho patogenniho avirulentniho genu (gen Avr). Specifické
rozpoznani patogenu miiZze byt vysledkem interakce mezi produkty obou gent. Predpoklada se,
ze R produkty odpovidaji receptorim Avr-kédovanym ligandim (Angelova et al., 2006).
V piipadé, Ze rostlina disponuje genem rezistence (R) a patogen genem avirulence (Avr) jedna
se o tzv., inkompatibilni reakci (Obr. 2) (Mejia-Teniente et al., 2010). Pokud naopak u patogenu
nebo rostliny dany gen chybi, hovofime o tzv. kompatibilni interakci (Buchanan et al, 2000). Po
rozpoznavaci fazi dochézi k prenosu a zesileni signalu (napf. fosforylace proteinti, zmény
v toku iontli pfes membranu, produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku a transkripcni

aktivace rostlinnych obranych genti (Angelova et al., 2006).
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Obr. 2
Primarni imunitni odpovéd’ rostliny na rostlina-patogen interakci (pfevzato z Mejija-Teniente et

al., 2010).

2. Elicitory

2.1 Zakladni charakterizace, definice

Elicitory 1ze obecné definovat jako latky stimulujici u rostlin obrannou reakci. Pivodné
byl termin elicitor pouzivan pro molekuly, které mohou vyvolat tvorbu fytoalexinti, ale dnes se

bézné pouziva pro latky aktivujici jakykoli druh rostlinné obrany (Angelova et al., 2006).

2.2 Rozdéleni elicitoru

Elicitory mohou byt bud patogenniho, nebo hostitelského pivodu. Elicitory
produkované a uvoliiované patogenem jsou nazyvany exogennimi. Mezi né patii jak molekuly
produkované patogenem, tak i nizkomolekularni latky vznikajici pii rozkladu bunécné stény
patogenu, napf. glukany nebo chitinové fragmenty, které jsou uvoliovany plsobenim
rostlinnych enzymti. Producentem elicitori muze byt také rostlina, takové elicitory pak
nazyvame endogenni. Vznikaji pfi napadeni patogenem, kdy dochazi pisobenim lytickych
enzymu ke Stépeni rostlinné bunécné stény na fragmenty (Obr. 3) (Akimoto et al. 1999;
Angelova et al., 2006).

Chemicka povaha elicitort je velmi rozmanita. Elicitory mohou byt latky monomerniho,
oligomerniho i polymerniho charakteru. Muize se jednat o polysacharidy, proteiny, polypeptidy,
glykoproteiny, lipidy aj. (Ozeretskovskaya & Vasyukova, 2002; Radman et al., 2003).

Elicitory lze dale d¢lit na obecné a specifické. Mezi obecné elicitory patfi napf.
fragmenty buné¢nych stén (glukany, oligomery chitinu) nebo nizkomolekularni latky (mastné

kyseliny a steroly), které jsou typické pro fadu patogent. Naopak v piipadé specifickych
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elicitorti se jednd o latky charakteristické pro dany typ patogenu (napt. produkce elicitint)

(Slurascenko et al., 2001).

Rostlinna buiika

Plasmaticka
membrana

/
W2 . Je /
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Obr. 3

Endogenni elicitor interagujici v PG-PGIP modelu. (1) Polygalakturonasy (PG) sekretované

hyfou houby interaguji s polygalakturonasa-inhibujicimi proteiny (PGIP) pfitomnymi v bunéc¢né
sténé. (2) Polygalakturonasy uvoliiuji z rostlinné bunétné stény ruzné oligogalakturonidy
(endogenni elicitory), které interaguji oligogalakturonidovym receptorem v rostlin€. (3) Pfenos
oligogalakturonidového signalu 1sti v expresi rostlinnych obranych proteinti vcetné
polygalakturonasa-inhibujicich proteini. Chitinasy, glukanasy a fytoalexiny sekretované

rostlinou vystavenou stresu (5) poskozuji hyfu houby (ptevzato z Buchanan et al., 2000).

2.3 Mechanismus pusobeni elicitorii v rostlinnych bunikach

Obecny mechanismus biotické elicitace v rostlinach Ize shrnout na zaklade elicitor-
receptorové interakce. Rozpoznani elicitoru rostlinou je zprostiedkovano specifickymi receptory
lokalizovanymi v rostlinné bufnice. Po navazani elicitoru na receptor dochazi k pfenosu signalu
prostfednictvim napt. G-proteint, fosfatidylinositolového signalniho systému, pfes kaskadu
MAPkinas apod. (Buchanan et al., 2000). Po vazbé elicitoru na receptor plasmatické membrany
dochazi tedy k fadé biochemickych aktivit, jako jsou (Obr. 4) (Radman et al., 2003; Angelova et
al., 2006):

e zména iontovych tokd (CI', K*, Ca®"), depolarizace plasmatické membrany
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e zvySena acidita bunék, rychla alkalizace apoplastu nebo vnéjsiho media v ptipadé
experimentl s buné¢nou suspenzi
e zvySena aktivita rostlinnych fosfolipas
e produkce sekundarnich posli, fosforylace proteind, aktivace G-proteint
e aktivace NADPH oxidasy odpovédné za produkci ROS
o zvySend produkce ROS (superoxidovy aniont a peroxid vodiku) mize mit 1. piimy
antimikrobidlni G¢inek, 2. mize pfispet k tvorbé biologicky aktivnich derivati mastnych
kyselin, 3. H,O, mize pisobit jako sekundarni posel a podilet se na transkripéni
aktivaci genil
e reorganizace cytoskeletu
e akumulace PR proteind, jako jsou chitinasy, glukanasy, endopolygalaktouronasy,
glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin, inhibitory proteasy aj.
e bunécna smrt v misté infekce (hypersensitivni odpovéd’)
e strukturalni zmény bunécné stény (lignifikace)
e transkrip¢ni aktivace odpovidajicich obranych genti
e produkce obrannych molekul fytoalexint a taninti
e gsyntéza kyseliny jasmonové a salicylové
B Elicitor and avirulence determinants
Cell wall _— /_J—| Cell wall reinforcement
Apgplast - (| peroxidase | v antimicrobe /insect-repellence
e F o, N K 4
10r o
receptor &uﬁo{/v "I‘ eﬁl " Channel receptor \Q\i&ﬁoligb H;-’Ol
PLA G \wPH/;\ l UIlJ ac] | a@ ZL\ADPH i
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. . . ) Production of plant
Translation fo enzymes ) Transfer to and localize to cellular ——p secondary metabolites
* apartments, such as chloroplasts k
Obr. 4

Mechanismus pusobeni elicitort a spusténi obranné reakce v rostlinné buiice. Proteinové

nebo sacharidové molekuly elicitord jsou rozpoznavany specifickymi receptory plasmatické
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membrany. G-proteiny mohou byt spojeny sreceptory a zprostfedkovavat elicitorem
indukovanou aktivaci iontovych kanald. Tontové toky, predevdim piiliv Ca®* , zpiisobuji zvyseni
volného cytosolarniho Ca®*, ktery zptisobi aktivaci proteinkinas, peroxidas, NADPH oxidas a
fosfolipas, které dale vytvareji dalsi sekundarni posly jako ROS, DAG, IP3, CAMP, lysoPC, JA,
ethylen, NO, cADP ribosu a SA. VSichni tito poslové spojuji paralelni nebo sit’ tvotici drahy k
zaClenéni téchto signalti do regulace transkripcnich faktort (TF). Rlzné transkrip¢ni faktory
integruji tyto signalizace k aktivaci genové exprese transkripnim aparatem. Fenylpropanoidova
cesta je jednou z dfive indukovanych drah ke zpevnéni bunécéné stény. Mnoho genti pro syntézu
sekundarnich metabolith je pozdé€jsi genovou odezvou. P v krouzku ukazuje regulaci zévislou
na fosforylaci a defosforylaci proteinti, zatimco Ca v krouzku znazoriuje regulaci zavislou na
Ca®* Lipidovy elicitor jako je syringolid nebo cerebrosid mohou byt vnimany receptory
v cytoplasmé. Lipidové elicitory také vyvolavaji signalizaci Ca®* |, oxidativni vzplanuti a
eventualné mohou stimulovat hromadéni sekundarnich metabolitt.

NOS: syntasa oxisu dusnatého, NR: nitratreduktasa, AC: AMP cyklasa, GC: GMP cyklasa.
(ptevzato z Zhao et al., 2005)

2.4 Praktické vyuziti aplikace elicitori

Ochrana rostlin aplikaci chemickych latek, jako jsou pesticidy, ma sva rizika (mize se
jednat o mutageny, karcinogeny aj.). Z tohoto divodu jsou intenzivné studovany alternativni
cesty ochrany rostlin proti ptuisobeni patogend. Vysledky ziskané pii studiu vlivu elicitorQ
poukazuji na jejich mozné praktické vyuziti. V riznych kulturach rostlinnych bunék bylo
prokazano po aplikaci elicitorti zvySeni produkce isoflavonoidil, sesquiterpenoidil, fytoalexint,
kumarinu a zvySena aktivita napf. glutation S-transferasy, fenylalaninamoniaklyasy a dalSich
enzymu vedouci ke zvySené odolnosti proti patogeniim (Radman et al., 2003).

Metoda elicitorem vyvolané rezistence k rostlinnym onemocnénim je charakterizovana
fadou podstatnych vyhod jako jsou: 1. ekologicka bezpe¢nost, protoze metoda je zalozena spise
na indukci nativniho imunitniho potencialu hostitelské rostliny nez na potlaceni fytopatogenu;
2. systémovy a déle trvajici obranny efekt; 3. zapojeni vice obrannych systému k vyvolani
rezistence, které Cini pfizptisobeni patogenit k chranénym rostlinam témef nemoznym; 4.
indukce nespecifické rezistence k mnoha houbam, bakterii, virGm, nematodam atd.

(Ozeretskovskaya & Vasyukova, 2002; Mejia-Teniente et al. 2010; Yin et al. 2010).
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3. Elicitiny
3.1 Zakladni charakterizace, definice

Elicitory proteinové povahy jsou tzv. elicitiny. Jedna se o rodinu malych strukturné
ptibuznych proteind sekretovanych fytopatogennimi houbami rodu Phytophthora a Pythium,
které vyvolavaji hypersenzitivni reakci u specifickych druhti rostlin napf. u rostlin z rodu
Solanaceae a Cruciferae (Kamoun et al., 1997).

Podobne¢ jako jiné typy elicitort i elicitiny maji schopnost vyvolat v hostitelské rostling
hypersenzitivni reakci, ktera zahrnuje expresi s patogenezi souvisejicich proteind, akumulaci
fytoalexinli a nekrézu bunék. Plsobeni elicitini mize vést ke vzniku systematické rezistence
proti celé fadé mikrobialnich patogenti (Pleskova et al., 2011).

Utinnost elicitind zavisi i na typu hostitelské rostliny. Napf. v piipadé elicitind z
Phytophthora bylo prokazano, ze pro uskute¢néni vazby na receptor je v piipadé rajéete jako
hostitelské rostliny zapotiebi vétsi koncentrace nez pii aplikaci elicitinu na tabidk. V tomto
ptipadé bylo prokazano, ze velké mnozstvi molekul elicitinu je zachyceno v bunééné steéné

rajcete. Tudiz se da fici, Ze bunécna sténa rajcete funguje jako filtr (Picard et al., 2000).

3.2 Rozdéleni elicitinii na zakladé primarni struktury

Elicitiny jsou obvykle tvofeny z 98 aminokyselin a maji molekulovou hmotnost cca 10
kDa. Jednd se o globuldrni proteiny tvofené¢ z péti a-helixti, jednoho antiparalelniho [-
skladaného listu a jedine¢ného m-ohybu, s hydrofobni dutinou nachazejici se v jadie proteinu
tvofenou konzervativnimi aminokyselinovymi zbytky (Met, Leu, Ile, Phe, Val, Tyr) a spojenou
s povrchem proteinu tunelem. Dutina ma schopnost vazat steroly a mastné kyseliny, a tak
umoziovat jejich prenos.

Zastoupeni jednotlivych aminokyselin v elicitinech neni rovnomérné (Obr. 5). Zcela
chybi tryptofan, histidin a arginin. Serin a treonin tvoifi 30% proteinu, alanin vice nez 10% a
leucin 10%. Pro elicitiny je charakteristicky vyskyt Sesti cysteinovych zbytki umoziujicich
tvorbu tii disulfidovych mustkll zpeviujicich strukturu elicitind. Diky nedostatku tryptofanu
tvori elicitiny typicka tyrosinova UV spektra, ¢imz je lze dobie rozeznat od jinych bilkovin

(Ponchet et al., 1999).
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10 20 30 40 50
Cac ATCTSSQQTA AYVALVSILS DTSENQCSTD SGYSMLTATS LPTTAQYTLM
Cap ATCTTTQQTA AYVALVSILS DSSENQCATD SGYSMLTATA LPTTAQYKLM
Par TTCTTTOQTA AYVALVSILS DTSENQCSTD SGYSMLTATS LPTTEQYKLM
Mgmo TTCTSTQQTA AYVTLVSILS DSSENQCATD SGYSMLTATA LPTTAQYKLM
Dreo. TTCTSTRQTA AYVTLVSILS DSSENQCATD SGYSMLTATA LPTDAQYKLM
Inf TTCTTSQQTV AYVALVSILS DTSENQCSTD SGYSMLTATS LPTTEQYKLM
Drep TACTSTQQTA AYTTLVSILS DSSENKCASD SGYSMLTAKA LPTTAQYKLM
MgmPy TACTTTQQTA AYKTLVSILS ESSENQCSKD SGYSMLTATA LPTNAQYKLM
Cin TACTATRQTA AYKTLVSILS ESSESQCSKD SGYSMLTATA LPTNAQYKLM
Cry TACTATQQTA AYKTLVSILS DASFNQCSTD SGYSMLTAKA LPTTAQYKLM
*+CT:*QQT* AY++LVSILS *+SF**C+*D SGYSMLTA** LPT**QY*LM
60 70 80 90 100
Cac CGSTACKTMI NKIVSLNPPN CELTVPTSGL VENVYSY¥ANG FSTTCSSL
Cap CASTACNTMI TKIVSLNPPD CELTVPTSGL VLNVYSY¥ANG FSATCASL
Par CASTACKTMI NKIVTLNPPD CELTVPTSGL VENVFTYANG ESSTCASL
Mgmo CASTACNTMI NKIVTLNPPD CELTVPTSGL VENVYSYANG ESATCASL
Dreo CSSTACNTMI KKIVSLNAPN CDLTVPTSGL VLNVYEYANG BFSTKCASL
Inf CASTACKTMI NKIVSLNAPD CELTVPTSGL VLNVYSYANG FSSKCASL
Drefd CASTACNTMI KKIVSLNPPN CDLTVPTSGL VLNVYEYANG ESTKCASL
Mgmf3 CASTACKSMI NKIVVLNPPD CDLTVPTSGL VLDVYTYANG FSTKCASL
Cin CASTACNTMI KKIVALNPPD CDLTVPTSGL VLDVYTYANG ESSTCASL
Cry CASTACNTMI KKIVTLNPPN CDLTVPTSGL VENVYSYANG FSNKCSSL
C*STAC+*MI +KIV+LN*P+ C+LTVPTSGL VL*V*+YANG FS::C*SL

Obr. 5

Aminokyselinova sekvence nekterych elicitinu (o - kyselé, nad Carou; B - bazické, pod carou)
Symboly: Cac — cactorein z P. catorum, Cap — kapsicein z P. capsici; Par — parasiticein z P.
parasitica; Mgma a Mgmf — megaspermin z P. megasperma; Dreo. a Drep — dreschlerin z P.
derschleri; Inf — infestin z P. infestans; Cry — kryptogein z P. cryptogea; Cin — cinnamomin
z P. cinnamomi. Souhrn (posledni fadek): tecka (.) vyskyt > 20%; dvojtecka (:) vyskyt > 0%;
plus (+) vyskyt > 60%; hvézdicka (*) vyskyt > 80%; symbol aminokyseliny je zachovan.
Aminokyseliny lemujici dutinu kryptogeinu jsou oznaceny Sedé. Tyto aminokyseliny jsou

zachovany u v8ech elicitinti (pievzato z Lascombe et al. 2002).

Vsechny znamé elicitiny sdili zachovanou elicitinovou doménu a jsou rozd€leny do péti
ttid dle jejich primarni struktury (Tab. 1):

Ttida I obsahuje elicitiny o molekulové hmotnosti 10 kDa. Elicitiny se dale déli do tridy
la, tj. kyselé elicitiny, a tfidy IB, tj. bazické elicitiny. Tyto elicitiny obsahuji vzdy 6 cysteint, 3
methioniny, 2 fenylalaniny a 3 glyciny. Pozice pro leucin, isoleucin, prolin a threonin jsou vzdy
vysoce nebo striktné konzervované.

Do tiidy I” se fadi vétSina elicitinii druhu Pythium. Tento typ elicitinti se mirné lisi od
elicitinti tfidy I. Pocet aminokyselin je flexibilni 98-101. Histidinovy zbytek se mize nachazet

v poloze 99-101.
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Ttida II obsahuje tzv. hyperkyselé elicitiny (HAE), které vlastni kratky hydrofilni C-
konec. Tento typ elicitint je tvofen103-104 aminokyselinami.

Do tridy III se fadi elicitiny napt. z P. infestans. Tyto malé proteiny jsou slozeny ze
165-170 aminokyselin, které obsahuji 98 aminokyselinovou sekvenci charakteristickou pro
elicitiny a 70 aminokyselin dlouhou C-koncovou O-glykosylovanou doménu, kde serin,

threonin a alanin tvoii 75% zastoupeni (Ponchet et al., 1999; Kawamura et al., 2009).

Tab. 1
Strukturalni charakteristika péti elicitinovych tiid (ptevzato z Ponchet et al., 1999).

Trida Rozsahpl Domény Elicitiny
myristyl cactorein, cinnamomin,
helix-smycka-helix kryptogein, citrophthorin,
INF1, megaspermin,

lo 4-5 parasiticein

Proteinkinasa C fosfo-misto kryptogein, dreschlerin,
i myristyl megaspermin

B 7585 pelix-smycka-helix
N-gykosylace oedochilin
myristyl

I 4.6 helix-smycka-helix
kaseinkinasa fosfo-misto cinnamomin-hal,

I 35 myristyl cinnamomin-ha2, kryptogein-

’ helix-smycka-helix hal, kryptogein-ha2

N-gykosylace infestin 2A, infestin 2B
CAMP fosfo-misto
Proteinkinasa C fosfo-misto

i 3,5-4,0 kaseinkinasa fosfo-misto
leucinovy zip
myristyl

helix-smycka-helix

3.3 Rozdéleni elicitinii na zakladé hodnoty pl

Na zaklad¢ hodnoty pl jsou elicitiny klasifikovany bud’ jako kyselé a-elicitiny (pl < 5)
nebo bazické B-elicitiny (pl > 7,5). a- a B-elicitiny mohou byt produkovany ve stejnych druzich
Phytophthora, ale zatimco a-elicitiny jsou produkovany vzdy, B-elicitiny se vyluéuji jen u
nékterych druhii (Ponchet et al. 1999).

a- a B-elicitiny vykazuji riizné arovné nekrotické aktivity (tzn. B-elicitiny vykazuji veétsi
nekrotizujici aktivitu). Nekroticka aktivita mize byt v pfimém vztahu k sekvencim elicitind.

Vyznamnou roli ma aminokyselinovy zbytek na pozici 13. Lys v polozel3 je klicovym
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determinantem nekrotické aktivity bazickych elicitinti, zatimco kyselé elicitiny obsahuji na této
pozici hydrofobni valin. Kladny naboj je vyznamny pro spravné umisténi béhem navazani
lipidu, ale nema vliv na vazbu sterolu do dutiny proteinu (Pleskova et al., 2011). Evidentni
rozdil mezi a- a B-elicitiny vychdzi z celkového ndboje vzhledem k rozdilnému slozeni nabitych
aminokyselin. Kladny naboj je poskytovan 6 lysiny v B-elicitinech a pouze 2-4 v a-elicitinech.
Naproti tomu pocet negativnich aminokyselin aspartdtu a glutamatu byl téméf konstantni a

nekoreluje tedy s vyslednym nabojem (Ponchet et al., 1999).

3.3.1 Elicitiny - prenos steroli a mastnych kyselin

Lipidy plni mnoho rtznych klicovych funkci v oblasti fyziologie rostlin. Piikladem je
tvorba povrchové vrstvy (kutin a suberin) tvofené z hydrofobnich polyestertt mastnych kyselin,
které chrani rostlinné organy pred biotickym a abiotickym stresem. Lipidy ve forme
triacylglycerid jsou zdrojem uhliku a energie (zasobni organy jako jsou semena a plody).
Fosfolipidy a glykolipidy ve spojeni s proteiny a steroly tvoii membrany a podili se také na
mnoha dulezitych signalnich a metabolickych drahach. Vsechny tyto funkce jsou silné
regulovany pomoci pienostt lipidi v bufice, v riznych vrstvach bunécné membrany a
v extracelularnim prostiedi. Lipidy jsou hydrofobni molekuly, proto musi byt na delsi
vzdalenosti prenaseny pomoci rozpustnych makromolekul (lipidy-vazajici proteiny a
lipoproteinové vacky).

Elicitiny a proteiny ptendSejici lipidy (Obr. 6) jsou malé na cystein bohaté proteiny
produkované oomycetami piipadn€ rostlinnymi buiikami. Elicitiny pronikaji 1épe do vnéjsi
vrstvy membrany nez lipidy-pfenasejici proteiny. Lipidy-pfenasejici protein se mohou chovat

jako antagonisté elicitoru a tak potlacovat bunécnou odpovéd’ na elicitin (Blein et al., 2002).

b)

a)

Obr. 6
3D struktury lipid-pfenasejiciho proteinu z pSenice s navazanymi dvéma molekulami lyso-
myristolylfosfatidylcholinu (a) a elicitinu kryptogeinu v komplexu a ergosterolem (b), kdy
lipidy jsou zobrazeny Sedé (Blein et al., 2002).

-19-



Pravdépodobné hlavni funkeci elicitinii ve vztahu k patogennimu organizmu je pienos
sterolli, protoze Phytophthora a Pythium nesyntetizuji steroly, které jsou nutné pro jejich
reprodukci. Elicitiny mohou puisobit jako c¢lunky vychytavajici steroly rostlinné bunky, a
nasledné spoustéjici aktivni fazi pohlavniho a nepohlavniho rozmnozovani patogenu. Tyto
fyziologické a morfologické zmény pravdépodobné potfebuji komplexni signalizacni systém
zahrnujici specifické receptory na povrchu oomycet. Schopnost elicitorii vazat steroly je
zasadni, protoze vznik sterol-elicitinového komplexu je vyzadovan i ke spusténi biologickych
reakci u tabakovych bunék vyvolanych plisobenim patogenem produkovaného elicitinu. Steroly
z rostlinné plazmatické membrany umoznuji po navazani elicitinu jeho interakci s receptorem a

naslednou aktivaci obrannych mechanismi (Obr. 7) (Blein et al., 2002).

Obr. 7

Zahajeni signalizace elicitiny. Elicitinovy receptor, ktery se nachézi na plasmatické membrané
rostliny, se povazuje za kanal vapniku. Sklada se ze Ctyt bazélnich podjednotek (160 kDa a 50
kDa proteinu) a kazda z nich je schopna specificky vazat molekulu elicitinu. Prvni interakce
elicitinu a kanalu vyzaduje elicitin s navazanym sterolem pochazejicim z plasmatické
membrany rostliny. Nasledn¢ dochazi ke spusténi konformaéni zmén receptoru pro elicitin,
pravdépodobné spojenych s fosforylaci podjednotky obsahujici navazany elicitin (pfevzato z

Ponchet et al., 1999).

Elicitiny maji vyssi afinitu ke sterolim nez k mastnym kyselinam. Prokdzana dvoji
ucast sterol-elicitinového komplexu v upozornéni rostliny (avirulentni faktor) a rozvoje
patogenu (virulentni faktor) dokonale ilustruje nejistou rovnovahu ustanovenou mezi patogenem
a rostlinou. Slaby posun rovnovahy vede bud’ ke kompatibilni (choroba) nebo nekompatibilni

interakci (Blein et al., 2002).
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(a) (b)

FPhytophthora sexual and FPhytophthora sexual and Fungal
asexual reproduction asexual reproduction cell responses

f f 1

J.l i1k d

l |

Plant responses Plant cell
HR and SAR responses
Plasma membrane Protein-lipid Plant receptor
Elicitin 0 complexes (inactve state)
Lipid transfer protein
Sterol Putative oomycete Plant receptar
%  Hydrophobic ligand i or fungal receptor (active state)

Obr. 8

Mozné prvni reakce mezi rostlinou a oomycetou, rostlinou a houbou. Prvni krok je tvorba
komplexu lipid-protein. (a) Béhem interakce Phytophthory a rostliny funguje elicitin jako
sterolovy Clunek. Elicitin-sterolovy komplex je rozezndn obéma druhy bun¢k a pak spusti

biologické reakce. (b) Zapojeni elicitinti a lipidy-pfenasejicich proteint (Blein et al., 2002).

3.4 Mechanismus pusobeni elicitint

Potiebna koncentrace elicitini aktivujici mechanismy spoustéjici reakce rostliny na
pfitomnost patogenu je rtzna. V pfipad¢ kryptogeinu je letdlni davkou 100-200 nM
koncentrace. Subletalni koncentrace kryptogeinu v prubéhu nékolika minut vyvola vyznamné
zmény v hostitelskych buiikach, tj. vzrist pH a vodivosti vné bunky, naopak acidifikace
cytosolu, ovlivnéni integrity cytoplazmatické membrany (Obr. 9). Tyto zmény jsou
doprovazeny produkci ROS. V pfipad¢ napt. kapsiceinu je zapotiebi 10 nasobné vyssi
koncentrace v porovnani s kryptogeinem, aby doslo k indukci ROS na stejné urovni (Ponchet, et
al. 1999).
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Obr. 9

Signaliza¢ni drahy aktivované pusobenim elicitint. Elicitin, ktery piedstavuje na obrazku
zelena elipsa, interaguje s membranovym receptorem slozenym ze dvou podjednotek proteinu -
160 kDa a 50kDa. Dochazi k aktivaci kanalu pro vapnik, chloridového kanalu, aktivaci NADPH
oxidasy a inhibici H*ATPasy). Znaky + a — uvadgji transmembranovy potencidl. Proces
proteinové fosforylace je znaceny modrym P. Oranzové Sipky znédzornuji systémy, které se
podili na zménach pH. Modré Sipky ukazuji pozitivni zpétnovazebné ucCinky stfeni
extracelularni alkalizace a ¢isla 1-9 indikuji udalosti v jejich chronologickém potadi (pfevzato
z Ponchet et al., 1999).

3.5 Rozdilna interakce Phytophthora a rostliny

Existuji dvé mozné interakce mezi rostlinou a patogenem z rodu Phytophthora: elicitin-
senzitivni a elicitin-nesenzitivni interakce. V prvnim piipadé elicitin muize interagovat
S receptorem v plasmatické membrané. Tato interakce vede k aktivaci rostlinnych bunéénych
reakci (napt. hypersenzitivni reakce) a nasledné k destrukcei patogenu. U elicitin-nesenzitivnich
interakci je elicitin napf. neschopny projit bunéénymi sténami nebo rostlina nema vhodny
receptor, a proto nedochéazi k aktivaci obrannych mechanismd rostlinné bunky. V takovém
pripadé patogen mize napadnout rostlinu, vyprovokovat hydrolyzu bunécné stény zpiistupnit

steroly elicitinim a umoznit rozvoj patogenu (Obr. 10) (Mikes et al., 1998).
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Obr. 10

Znemoinény pnichod bunéénou
sténou elicitin-necitlvych rostlin

Navazani fytosteroli| | Invaze rostliny patogenem

bunééna smrt infikované thkeané

Hydrolyza bunééné stény ‘
absorpce sterohi patogenem

STIMULACE RUSTU A
REPRODUKCE PATOGENA

Elicin-senzitivni (vlevo) a elicin-nesenzitivni (vpravo) reakce rostlina — Phytophthora (ptevzato

Z Mikes et al., 1998)

3.6 Prehled znamych — studovanych elicitint

V Tabulce 2 jsou ptehledn¢ uvedeny ptiklady jiz studovanych a charakterizovanych

elicitorti typu eliciting.

Tab. 2

Piehled znamych — studovanych elicitinu (Ponchet et al., 1999; Kawamura et al., 2009).

Elicitin Zdroj Hostitel

cinnamomin Phytophthora cinnamomi dreviny

citrophthorin Phytophthora citrophthora zlaty dést’

dreschlerin Phytophthora dreschleri okurky

infestin Phytophthora infestans brambory, rajcata
kaktorein Phytophthora cactorum rododendron

kapsicein Phytophthora capsici papriky, ovoce
kryptogein Phytophthora cryptogea rajCata, tabak, zlaty dest
megaspermin Phytophthora megasperma brambory, rajcata
oedochilin Pythium oedochilum rajcata

PODL2, POS1 | PYium oligandrum Arabicopsts halians
parasiticein Phytophthora parasitica tabak, rajéata, brambory, ananas

sojein Phytophthora sojae
vexiny Vex1, Vex2 Pythium vexans

sOja
orchideje
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3.7 Charakterizace patogentii produkujicich elicitiny

Rod Phytophthora a Pythium, produkujici elicitiny, se fadi do fadu Pythiales spadajici
do oddéleni Oomycety, t€Z zvané fasovky ¢i plisné vajecné (Kalina & Vana, 2005). Oomycety
vsSak jiz nejsou povazovany za houby, ale byly fylogeneticky ptifazeny k heterokontnim fasam
(Ponchet et al., 1999).

Phytophthora je rod mikroskopickych fytopatogennich oomycet, ktery nejcastéji
parazituje na dvoud€loznych rostlinach a je relativn¢ druhové specificky Patii mezi
nejvyznamngéjsi parazity kulturnich rostlin. Dnes je zndmo vice nez 40 druhid rodu Phytophthora
(Kratka et al., 2001).

Patogeny rodu Pythium jsou parazité Sirokého spektra hostitelt a nejsou tak druhoveé
specifické jako u rodu Phytophthora, hostiteli mohou byt jak rostliny, tak i zivo¢ichové napf.
Pythium insidiosum. Studie rodu Pythium ukazala, ze neni pouze parazitem hospodaiskych
plodin, ale u Pythium oligandrum téz zvané ,,chytra houba“ naslo své uplatnéni i v medicing,
kde se pouziva napt. k 1écbé koznich onemocnéni.

Patogeny obou rodid se vyznacuji endobiotickou, intramatrikalni a intracelularni stélkou,
ktera mtze byt redukovand a ménit se ve sporangium, s jednim centrem ¢i vlaknitou formu.
Hyfy pfevazné€ netvoii haustoria. Bunécna sténa je tvotena z 80-90% celulosou a vyplnéna je -
1,3 a B-1,6-glukany. Zbytek tvofi latky, jako jsou bilkoviny, lipidy a anorganické latky. Bunka
obsahuje velké mnozstvi malych jader, mitochondrie s trubicovitymi piepazkami, diktyozomy a
mize obsahovat centralni vakuolu. Oomycety k heterokontnim fasam ptiblizuje jejich zasobni
latka mykolaminaran, coz je [-1,3-glukan; syntéza lysinu a nékterych lipidl, absence
acyklickych alkoholli a metabolismus sterolti (Kalina & Vana, 2005).

Tyto parazitujici mikroorganizmy patii mezi hemibiotrofni patogeny, u kterych po
rostlinném pletivu a po odumieni hostitelské rostliny ¢erpaji ziviny z mrtvych bunék (Kratka et

al., 2001).
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Obr. 11
Zivotni cyklus rodu Pythium, ktery se v hlavnich bodech podobaé i rodu Phytophthora (pievzato
z Van West et al., 2003)

Obr. 12
Formy Phytophthora: A) sporangium, B) zoospora, C) chlamydospora, D) Oospora (pievzato z
Nicholls, 2004)
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4. Kryptogein
4.1 Pavod

Kryptogein je holoprotein, ktery je sekretovan fytopatogenni houbou Phytophthora
cryptogea. Indukuje hypersenzitivni odpoveéd’ a systematicky ziskanou rezistenci V rostlinach.
(Lebrun-Garcia et al., 1999). Kryptogein je syntetizovan v podhoubi jako pre-protein se signalni
peptidovou sekvenci, ktera je odstranéna pred samotnou sekreci do média bez jakychkoliv post-
translacnich modifikaci. Elicitiny poté vniknou kofenovym systémem do rostliny a migruji

smérem k Cepeli listu, kde elicituji nekrozu lista.

4.2 Charakterizace

Kryptogein je maly globularni protein s molekulovou hmotnosti 10 323 Da. Obsahuje
98 aminokyselin, patii mezi B-elicitiny a jeho izoelektricky bod je 8,5. Jeho tfidimenzionalni
struktura ukazuje, ze se skladad z péti a-helixti, jednoho P skladaného listu a jedné w- smycky
umisténé v unikatni proteinové dutiné, do které se vazi steroly jako je napt. ergosterol (Obr. 13,
14) (Lebrun-Garcia et al.,1999). Tercialni struktura je zpevnéna 3 disulfidickymi mustky (Cys3-
Cys71, Cys27-Cys56, Cys51-Cys95) (Ponchet et al., 1999). Kryptogein nema enzymovou

aktivitu.

ol o2 Q loop ol
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Il EN 1IN m B

TACTATQOTAAYKTLVSILSDASFNQCSTDSGYSMLTAKALPTTAQYELMCA

1id 20 el 40 50
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I Bl IfIIEI I In

STACNTMIKKIVTLNPPNCDLTVPTSGLVLNVYSYANGFSNECSSL
P - - -
0 70 a0 90

Obr 13
Sekundarni struktura Kryptogeinu. Barevné schéma je odvozeno z 12 sekvenci. Invariantni
aminokyseliny jsou znaceny modfe a variabilni rizové. Dvé Invariantni aminokyseliny se

nachazeji v @-smycce a antiparalelnim dvouvlaknovém B-listu (pievzato z Boissy et al.).
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Obr. 14
Terciarni struktura kryptogeinu. Postranni fetézce 33, 42, 47, 91, 60, 87 a Met 35, 50, 59

hydrofobniho jadra jsou znaceny modie (prevzato Fefeu et al., 1997)

4.3 Mechanismus piisobeni

Vytvoteni komplexu elicitin-sterol je prvni krok pfed navdzanim na receptor na
plazmatické membrang rostlin. Zpusob pisobeni kryptogeinu byl studovan pouzitim tabadkovych
bunécénych suspenzi. Rozpoznani elicitoru receptory plasmatické membrany vede ke kaskade
reakci véetng fosforylace proteinti, vtékani Ca*, vytékani K* a CI', depolarizaci plasmatické
membrany, aktivaci NADPH oxidasy zodpovédné za produkci ROS, cytosolarni acidifikaci,
aktivaci pentosafosfatového cyklu a aktivaci dvou mitogen-aktivujicich protein kinasovych
homologii (MAPK). Prvnimi kroky pfenosu signalu je aktivace fady membranovych proteint
s naslednou tvorbou sit¢ sekundarnich poslii, které spousti specifické fyziologické odpovédi
(Obr. 15) (Lebrun-Garcia et al., 1999). Kryptogein vyvolava fadu metabolickych zmén, napf.

akumulace fytoalexinti, produkce ethylenu.
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Obr. 15
Schéma kryptogeinem vyvolaného pfenosu signalu (pievzato z Garcia-Brugger et al., 2006).

4.4 Mutantni proteiny odvozené od kryptogeinu

Na zéklad¢ predchozich experimentl pocitatového modelovani a podle mista fizené
mutageneze byla pfipravena fada mutantl kryptogeinu se zménénou schopnosti vazat steroly,
fosfolipidy nebo oboji (Tab. 3, Obr. 16).

4
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Obr. 16
Porovnani struktur ,,wild type* kryptogeinu (zeleny) a L41F mutanta (A, modry) a L41F/V84F
mutanta (B, modry). Postranni fetézce mutovanych residui jsou znaceny Cervené (pievzato z

Doklédal et al., 2012).

Protein X24 byl ptfipraven heterologni expresi genu pro kryptogein v kvasince Pichia
pastoris. X24 se od kryptogeinu izolovaného z Phytophthory cryptogea lisi pfitomnosti
sekvence EAEA na N-konci molekuly. Tato sekvence ma signalni funkei a pfti sekreci proteinu
nedoslo k jejimu odstépeni.

Mutantni protein L41F vznikl zdménou malého nepolarniho leucinu v pozici 41 za
objemnéjsi hydrofobni aminokyselinu, fenylalanin. Tato mutace vyrazné snizuje schopnost
vazat mastné kyseliny, ale schopnost vazby sterolu se nemeéni.

U mutantu V84F byl v pozici 84 valin nahrazen objemnéj$im fenylalaninem. Tento
protein ma snizenou schopnost vazat steroly do hydrofobni dutiny kryptogeinu. Preferuje tedy
vazbu mastné kyseliny pted sterolem.

Mutant oznacovany V84F/L41F byl vytvofen zaménou valinu v pozici 84 a leucinu v
pozici 41 za objemn¢;jsi fenylalaniny. Tento mutant je kombinaci obou pfedchozich mutantt. A
nem¢él by tedy vazat ani steroly, ani mastné Kyseliny.

U L41F mutace bylo pozorovano jen mirné snizeni rychlosti v pienosu sterolii a uV84F
doslo ke sniZeni schopnosti vazani a ptfenosové rychlosti sterolil mezi membranami oproti
divokému typu (WT), dvojity mutant nemél téméf zadnou schopnost prenaset a vazat steroly.

Pti ptevodu fosfolipidi mutant V84F a dvojity mutant vykazovaly vys§i miru pfenosu
nez kryptogein (WT). Vys§i miru vymény fosfolipidi v mutantech V84F lze vysvétlit tim, ze
mutace malého valinového residua za velky fenylalaninovy zbytek mize vést k uvolnéni drazky
vV duting, coz usnadiiuje vazani vysoce flexibilnich fetézci mastnych kyselin fosfolipida
(Dokladal et al., 2012).

Pipravené mutanty se 1isi ve schopnosti stimulovat produkci ROS. V84F mutant sice
neni schopny vazat steroly, ale je skoro stejné efektivni jako kryptogein (WT) ve stimulaci
produkce ROS. Zatimco produkce ROS stimulovand L41F mutantem, ktery vykazuje nizsi
schopnost vazat fosfolipidy, byla polovi¢ni nez u kryptogein (WT). Dvojity mutant L41F/V84F
nestimuluje témét zadnou syntézu ROS (Dokladal et al., 2012).

Se schopnosti stimulovat produkci ROS je spojena hypersenzitivni rekce a tvorba
nekréz. L41/F mutant a dvojity mutant L41F/V84F nevyvolaly témét zadné nekrotické
symptomy a v piipadé mutantu V84F doslo k indukci nekroz v menSim rozsahu nez v pfipadé
pusobeni kryptogeinu (WT).
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Jak se dalo ocekavat, u rostlin osSetfenych L41F mutantem nebo L41F/V84F dvojitym
mutantem nebyla vyvolana rezistence. Odolnost vyvolana V84F mutantem byla srovnatelna s
kryptogeinem (WT) (Dokladal et al., 2012).

Kapsidiol je terpenoidni sloucenina patfici mezi fytoalexiny, kterda se v rostliné
akumuluje extracelularné a byla izolovana z mnoha druhti Solanaceae. Je to primarni
antimikrobialni latka tvofena béhem pulsobeni elicitord (Maldonado-Bonilla et al., 2008). L41F
mutant a L41F/V84F dvojity mutant vykazuji velmi nizkou schopnost produkce kapsidiolu,
kterd dobie koreluje s pozorovanym snizenym hromadénim ROS a nekrotickymi ucinky

(Dokladal et al., 2012).

Tab. 3
Piehled vlastnosti vybranych mutantti v porovnani s kryptogeinem (WT) (Dokladal et al., 2012).
%
Mutace Pienos  Pienos  Vazani Syntéza Akumulace spoleénych Indukce
sterolii fosfolipida k PM ROS kapsidiolu  vlastnosti  rezistence
sWT

WT +++ +++ +++ +++ +++ 100 I
V84F + +++ +++ +++ ++ 65 B
L41F +++ ++ + + - 31 *
L41F/V84F + +++ + - - 19 )

5. Oligandrin
5.1 Puvod

Pythium oligandrum produkuje ¢tyfi elicitory bilkovinné povahy POD-1, POD-2, POS-
1, které jsou proteiny bunétné stény a extracelularni elicitin oligandrin. Tato oomyceta maji
fadu vlastnosti, které lze vyuzit v procesu biokontroly vcetné agresivniho mykoparazitismu
proti mnoha houbovym a k oomycetim patficim rostlinnym patogentim, jako je produkce
antibiotik a konkurenceschopnost v kolonizaci rhizosfery. Izolaty P. Oligandrum byly
rozdéleny do dvou skupin: D-typu a S-typu. D-typ izolaty maji dva hlavni proteiny POD-1 a
POD-2, zatimco izolaty S-typu maji pouze jeden hlavni protein POS-1, ktery je podobny POD-1
velikosti molekuly a ma stejnou sekvenci prvnich 20 aminokyselin. Sekvence aminokyselin
POD-1 a POD-2 jsou z 82,9% identické, a POD-1 a oligandrinu jsou z 51,6% identické.
Z fylogenetického hlediska jsou oligandrin, POD-1 a POD-2 odlisné od dtive definovanych
elicitinti, nicmén¢ oligandrin je strukturalné podobny elicitinové tiidé I a POD-1 a POD-2 jsou

strukturalné podobné elicitinové tidé 1T (Masunaka et al., 2010).
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Obr. 17

Krystal oligandrinu (ptevzato z Lascombe et al., 2000).

5.2 Charakterizace

Oligandrin , je maly protein slozeny ze 100 aminokyselin. Ma charakteristickou N-
koncovou sekvenci. Na zaklad¢ izoelektrického bodu pl-4,5 fadime oligandrin mezi a-elicitiny.
Oligandrin ma charakteristické ultrafialové spektrum a typicky migracni profil (jiz po tfech
hodinach byl zjistén oligandrin i v jinych ¢astech rostliny nez v misté aplikace) (Picard et al.
2000).

Sekvence aminokyselin oligandrinu vykazovala vysokou podobnost s t¥inacti elicitiny
vyluéovanymi Phytophthora spp. a Pythium spp. Procento shody bylo téméf 50% véetné
identickych a silné podobnych rezidui. Threonin a serin piedstavovali pfiblizné 30%

z aminokyselin, zatimco tryptofan, histidin a arginin v oligandrinu chybi.
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10 20 30 40
| | I |

Cry TACTATQOTAAYKTLVSILSDASFNQCSTDSGY SMLTAKAL
Cin-b TACTATQOTAAYKTLVSILSESSFSQCSKDSGY SMLTATAL
Dre-b TACTSTQQTAAYTTLVSILSDSSFNKCASDSGY SMLTAKAL
Meg-b TACTTTQQTAAYKTLVSILSESSFNQUCSKDSGYSMLTATAL
Cap ATCTTTQQTAAYVALVSILSDSSFNQUCATDSGYSMLTATAL
Par TTCTTTQOTAAYVALVSILSDTSFNQCSTDSGYSMLTATSL
Cac ATCTSSQOTAAYVALVSILSDTSFNQUSTDSGY SMLTATSL
Cin-a TTCTSTQQTAAYVALVSILSDSSFSQCATDSGYSMLTATSL
Dre-a TTCTSTQOTAAYVTLVSILSDSSFNQCATDSGY SMLTATAL
Meg-a TTCTSTQOTAAYVTLVSILSDSSFNQCATDSGYSMLTATAL
Inf TTCTTSOOTVAYVALVSILSDTSFNQCSTDSGY SMLTATSL
Vel TACTTTQQTAAVVALVSILSDDNFSQCSTDSGYSMLTATAL
Vex TACTTTQOQTAAFVALVSVLSTDNFNQCSTDSGY SMLTATAT
Olig ATCTDEQFSDSIIKLTPAIG--SVSGCTADSCGFTMIPPTGL
Align R FoLor. L. Rp o wRk ok

Obr. 18

Srovnani N-koncové sekvence oligandrinu s typickymi elicitiny z rodd phytophthora a
Pythium. Souhrn (posledni fadek): hvézdic¢ka (¥) indentita (10 aminokyselin, 24,4%); dvojtecka
(:) velka podobnost (9 aminokyselin; 21,9%); tecka (.) malda podobnost (10 aminokyselin,
24,4%). Symboly: Cry — kryptogein z P. cryptogea; Cin-a, Cin-b — cinnamomin z P.
cinnamomi; Dre-a, Dre-b — dreschlerin z P. derschleri; Meg-a, Meg-b — megaspermin z P.
megasperma; Cap — kapsicein z P. capsici; Par — parasiticein z P. parasitica; Cac — cactorein
z P. catorum; Inf — infestin z P. infestans; Vexl, Vex2 z P. vexans; Olig z P. oligandrum

(pievzato z Picard et al., 2000).

5.3 Mechanismus pusobeni

Oligandrin patfici mezi tzv. o-elicitiny na rozdil od jinych elicitind nevyvoladva u
hostitelské rostliny hypersenzitivni reakci spojenou s nekrotickou aktivitou.

Oligandrin mé schopnost indukovat rezistenci a tak zvySovat obranyschopnost rostliny.
Byla prokazana indukce obranné reakce a zvysena rezistence na Phytophthora parasitica a
Fusarium oxyporum u rajcete a na Botrytis cinerea u vinné révy (Picard et al. 2000; Benhamou
et al. 2001; Mohamed et al. 2007; Masunaka et al., 2010). P. oligandrinum pusobi jak
prostiednictvim pfimych u¢inkli (mykoparazitismus, antibiosa a konkurent zivin a prostoru), tak
nepiimych ucinkd (stimulace obrannych reakci rostliny a podpora ristu rostliny (Vallance et al.,
2009).

U rostlin rajéat dochazi po aplikaci oligandrinu k poklesu bunééné kolonizace a rozvoje
patogenti. Wang et al. (2011) poukazuji na schopnost oligandrinu indukovat rezistenci na

Botrytis cinerea a aktivovat ethylenovou signaliza¢ni drahu. Lou et al. (2011) prokazali

-32-



zvySenou aktivitu antioxidac¢nich enzymi, zvySenou produkci PR proteint a indukci salicylové i
jasmonat/etylenové signaliza¢ni drahy.

Byl prokazan fungitoxicky ucinek fytoalexinii a preformovanych fenolickych latek.
Dochazi k jejich interakci s membranovymi lipidy a fosfolipidy, coz vede ke zvySeni
propustnosti membrany hub a pori a Uniku obsahu buniky. Takto vyvolané odchylky
Vv propustnosti plasmatické membrany bun¢k P. parasitica podporuji vnitini osmotické rozdily,
coz vede k pozorovanym porucham, jako je zatahovani plasmalemy a agregace cytoplasmy,
kondenzace a v nékterych ptipadech tplna ztrata protoplasmy. V oligandrinem osetfenych
rostlinach rajcete jsou fenolické latky zapojeny v nejméné dvou klicovych metabolickych
funkcich. Zaprvé hromadéni fenolickych latek v misté priniku patogenu zptsobi inhibici rlstu
hub. Za druhé, impregnace fenolickych sloucenin ve sténach hostitelskych bunék (vyssi
elektronovd hustota bunéénd sténa nez normaln€) a jejich hromadéni v nenapadenych
xylemovych cévach jako povlak stén podél sekundéarnich stén mize prispét ke zvySeni
mechanické pevnosti té€chto obrannych barier, s ¢im souvisi i omezeni rtstu hub. Posileni
hostitelskych bun€k impregnaci hydrofobnich latek nebo uklddani novych polymert do stén je
zakladnim ptfedpokladem pro prevenci enzymatické degradace hostitelskych bunécnych stén.
Mezibunééné prostory jsou strategicka mista pro Sifeni patogenti, ¢emuz se rostlina brani
naplnénim téchto prostor amorfnim materidlem, ktery hyfy uvézni, tudiz slouzi k zastaveni

priniku patogenu (Picard et al., 2000).
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I1. Experimentalni ¢ast

-34 -



1. Material a pristroje

1.1 Chemikalie

Butylovany hydroxytoluen (Sigma, USA)
Coomassie Brilliant Blue G-250(Bio-Rad, USA)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR)
Ethanol (Lach-Ner, CR)

Evansova modf (Fluka, Svycarsko)

Fosfore¢nan draselny (Lachema, CR)

Glycerol (Sigma, USA)

Guajakol (Sigma, USA)

Kumenhydroperoxid (Acros Organics, Belgie)
Kyselina sirova (Lach-Ner, CR)

Kyselina octova (Lach-Ner, CR)

Kyselina fosfore¢na (Lach-Ner, CR)

Methanol (Sigma, USA)

Peroxid vodiku (Lach-Ner, CR)

SDS (Sigma, USA)

Siran amono-zeleznaty (Sigma, USA)

Standard BSA (Sigma, USA)

Tris HCI (MP Biomedicals, Francie)

TRITON X-100 (Sigma, USA)

Xylenova oranz (Acros Organics, Belgie)

1.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy, Sartorius, Némecko

Automatické pipety, Eppendorf, Némecko

Digitalni pH metr WTW 526, InoLab, Némecko

Digitalni predvazky, KERN, Némecko

Elektromagneticka michacka IKA, Labortechnik, Némecko
Chlazena centrifuga 5415R, Eppendorf, Némecko
Inkubator Granet, England

Inkubator INCUBAT, Melag, Némecko

Kulovy mlynek MM301, Retsch, Némecko
Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT, BioTek Instruments, USA
PH metr, Practitronic, Némecko

Svételny mikroskop Olympus BX50, Olympus Optical, hranol U-MWB?2, Japonsko
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1.3 Rostlinny material

Vliv elicitorti byl testovan na tfech genotypech Solanum spp., které se lisi rezistenci
vici fytopatogenu Oidium neolycopersici:
e Solanum lycopersicum cv. Amateur- vysoka citlivost
e Solanum chmielewskii - stiedni rezistence, nejvétsi hypersenzitivni odpoveéd’
e Solanum habrochaites - vysoka rezistence
Semena byla vyseta do perlitu a ve stadiu zcela vyvinutych dé€loznich listd byly
semenacky presazeny do kvétind¢li obsahujicich zahradnicky substrat. K nasledujicim

experimentiim byly pouzity rostliny ve stati 6-7 tydnt.

1.4 Patogen

Pro experimenty bylo pouZito padli rajcatové Oidium neolycopersici. Izolat pochazi
z rostliny Solanum lycopersicum cv. Lucy péstované ve skleniku Statni rostlinolékaiské zpravy
v Olomouci. Patogen byl péstovan na citlivém genotypu rajcete S. lycopersicum cv. Amateur ve

fytotronu za teploty 20 °C a svételného rezimu 12/12 h (den/noc).

1.5 Priprava rostlinného materialu

Testovani vlivu elicitorti bylo provadéno na listovych discich o priméru 12 mm. Na
rostliné byly vybrany plné vyvinuté zdrave vyhlizejici listy ze stfedové Casti rostliny, poté se
z nich pomoci korkovrtu vyfizly disky, které se po 16 vkladaly do pfedem ptipravenych Petriho
misek o priméru 9 cm. Kazda Petriho miska obsahovala 3 vrstvy buniciny, 1 vrstvu filtracniho
papiru a 7,5 ml destilované vody ¢i 7,5 ml roztoku daného elicitoru o koncentracich 10, 100
nebo 1000 nM. Kazda varianta (miska s vodou nebo piislusnou koncentraci elicitoru) byla
ptipravena ve dvojim opakovani. Disky v jedné misce byly kontrolni, tedy neinfikované a disky
v misce druhé byly nainokulovany padlim.

Listové disky byly inokulovany patogenem metodou otisku listu citlivého genotypu S.
lycopersicum cv. Amateur, jehoz povrch byl pokryt z 80-100 % sporulujicim myceliem. Petriho
misky s neinokulovanymi i inokulovanymi disky byly ulozeny po dobu 48 h ve fytotronu pfi

teploté 20 °C a za svételného rezimu 12/12 h (den/noc).
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2. Metody
2.1 Priprava rostlinnych extraktii pro stanoveni aktivity

peroxidasy

Rostlinny material byl homogenizovan v kulovém mlynku. Extrakce byla provedena
s0,1 M Tris HCI pufrem vpoméru 1:2 (w/v) (rostlinny materidl:pufr). Extrakty byly

centrifugovany 10 min pfi 13 200 otackach za minutu a teploté 4 °C.

2.2 Priprava rostlinnych extraktu pro stanoveni intenzity

lipidické peroxidace
Rostlinny material byl homogenizovan v kulovém mlynku. Extrakce byla provedena
v poméru 1:2 (w/v) (rostlinny material:pufr) s 0,1M K-fosfatovym pufrem o pH 7, ktery dale
obsahoval 1% (v/v) TRITON X-100 a 0,01% (w/v) butylhydroxytoluen.. Extrakty byly

centrifugovany 20 min pfi 13 200 otackach za minutu a teplote 4 °C.

2.3 Fytopatologické hodnoceni vyvoje patogenu

O. neolycopersici

Listové disky byly 48 h po inokulaci ponofeny na dva dny do koncentrované kyseliny
octové, poté premistény do glycerolu a pied mikroskopovanim nabarveny 1% Evansovou
modri. Z kazdé varianty byly vyhodnoceny 4 disky. Na discich byla stanovena kli¢ivost konidii,
délky jednotlivych kli¢nich vldken a pocet klicnich vldken konidii (tedy mnozstvi konidii
S jednim, dvéma nebo tfemi klicnimi vldkny). U kazdé varianty bylo vyhodnoceno minimalné

120 nahodné vybranych konidii.

2.4 Stanoveni intenzity bunécné smrti

Cerstvé odebrané listové disky byly inkubovany 15 minut v 0,05% Evansové modfi.
Disky byly nasledné dikladné promyty destilovanou vodou a inkubovany 30 minut v 50%

methanolu s 1% SDS pii 50 °C. Byla proméfena absorbance vzork pfi vinové délce 600 nm.

2.5 Stanoveni aktivity peroxidasy

Aktivita peroxidasy byla méfena spektrofotometrickou metodou s vyuzitim
mikrodesti¢kového readeru. Aktivita byla stanovena modifikovanou metodou s guajakolem

(Angelini et al., 1990). Reakéni smés obsahovala 100 ul 0,1 M K-fosfatového pufru o pH 6, 40
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ul 50 mM guajakolu a 100 pl extraktu. Reakce se startovala pridavkem 50 pl 10 mM peroxidu

vodiku. Zména absorbance byla zaznamenavana po 1 minuté pti vinové délce 436 nm.

2.6 Stanoveni intenzity lipidické peroxidace

Stanoveni  primarnich  produktd  lipidické  peroxidace bylo  provedeno
spektrofotometrickou metodou FOX 2, jejimz principem je reakce Zeleznatych iontl s
xylenovou oranzi, kterd pfi nizkém pH vaZze tyto ionty za vzniku modre zbarveného komplexu
(Griffiths et al. 2000).

20 pl extraktu nebo standardu kumenhydroperoxidu (1-100 pM) bylo inkubovano s 5 pl
methanolu ve tmé. Po 30 minutové inkubaci bylo ke vzorkiim ptidano 200 pl ¢inidla FOX2
(¢inidlo A (250 mM kyseliny sirova, 1 mM xylenolova oranz a 2,5 mM (NH,),Fe(SO,),) a
¢inidlo B (4,4 mM butylhydroxytoluen v HPLC methanolu) smichané v poméru 1:9). Vzorky
byly inkubovany dalSich 30 minut a poté 5 minut centrifugovany pti 13 200 otackach za minutu.

Absorbance byla métfena na mikrodestickovém readeru pii vinové délce 560 nm.

2.7 Stanoveni obsahu proteini metodou Bradfordové

Stanoveni proteini bylo provedeno na mikrodestickovém readeru. Do jamek
mikrotitracni desticky bylo postupné pipetovano 45 pl destilované vody, 5 pl extraktu a 200 pl
roztoku ¢inidla Bradfordové, piipraveného nafedénim zasobniho roztoku Coomassie Brilliant
Blue (50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 25 ml methanolu, 50 ml 85% kyseliny
fosfore¢né) destilovanou vodou v poméru 1:4 (barvivo : destilovana voda). Zbarveni se nechalo
vyvijet 5 minut a poté byla zméfena absorbance pfi vinové délce 595 nm. Kalibra¢ni kiivka byla

vytvofena pomoci BSA jako standardu v rozsahu koncentraci 0,2 - 1,2 mg/ml.

3. Vysledky a diskuse
3.1 Vliv aplikace elicitinii na vyvoj patogenu a rozvoj infekce

O. neolycopersici na Solanum spp.

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti bakalafské prace bylo studium vlivu oligandrinu,
kryptogeinu a jeho mutanti na rezistenci ti genotypt Solanum spp. na patogen O.
neolycopersici. Experimenty byly realizovany na listovych discich. Mikroskopické vyhodnoceni
vyvoje patogenu bylo provedeno 48 h po inokulaci listovych diskii patogenem. Pouzité

koncentrace elicitinti byly 10-1000 nM.
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Pro vyhodnoceni vyvoje patogenu byla hodnocena kli¢ivost spor, délka jednotlivych
kli¢nich vldken a mnozstvi konidii s jednim, dvéma nebo tfemi kli¢nimi vlakny po aplikaci
elicitinti v koncentraci 10-1000 nM. V bakalafské praci jsou z divodt piehlednosti uvedeny
vysledky (grafy) tykajici se pouze vyhodnoceni délky jednotlivych kli¢nich vlaken. Vysledky
stanoveni zastoupeni konidii s jednim, dvéma nebo tfemi vlakny koresponduji s vysledky
ziskanymi pii vyhodnoceni vlivu elicitinli na délku vlakna. Konidie patogenu O. neolycopersici
dochazi 48 az 72 h po inokulaci (Mli¢kova et al., 2004).

Prikazna inhibice vyvoje patogenu byla detekovana po aplikaci kryptogeinu
Vv koncentra¢nim rozsahu 10-1000 nM u vSech tii studovanych genotypti Solanum spp. (Obr.
19). V piipad¢ S. lycopersicum se intenzita inhibice zvySovala s rastem aplikované koncentrace
kryptogeinu. U genotypu S. chmielewskii a S. habrochaites byl vyvoj patogenu nejvice potlacen
Vv pfitomnosti 100 nM Kkryptogeinu.
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S. lycopersicum S. chmielewskii S. habrochaites

Koncentrace kryptogeinu [nM]
Obr. 19
Srovnani délek jednotlivych kli¢nich vldken patogenu v piitomnosti kryptogeinu
0 koncentracich 0-1000 nM u vybranych genotypt hostitele Solanum spp. (1) prvni kli¢ni

vlakno, (2) druhé klicni vlakno, (3) treti kli¢ni vlakno.

V ptipadé mutantu V84F byl nejveétsi inhibi¢ni efekt pozorovan u silné rezistentniho S.
habrochaites po aplikaci elicitinu v koncentraci 100 nM (Obr. 20). Koncentrace 1000 nM
elicitinu vykazovala velmi maly nebo zadny efekt na vyvoj patogenu. Nejmensi vliv byl

pozorovan na vyvoj patogenu byl pozorovan u stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii.
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Obr. 20

Srovnani délek jednotlivych kli¢nich vlaken patogenu v pfitomnosti mutantniho kryptogeinu
V84F o koncentracich 0-1000 nM u vybranych genotypt hostitele Solanum spp. (1) prvni kli¢ni
vlakno, (2) druhé kli¢ni vlakno, (3) tfeti kli¢ni vlakno.

V pfitomnosti mutantniho kryptogeinu L41F, vytvofeného zadménou leucinu za
fenylalanin v poloze 41, byl pozorovan v piipadé S. lycopersicum spise mirné stimula¢ni efekt.
V piipadé€ genotypu s rezistentnimi vlastnostmi tj. S. chmielewskii a S. habrochaites vzhledem k

O. neolycopersici, byl detekovan slaby inhibi¢ni vliv na vyvoj patogenu (Obr. 21).
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Koncentrace kryptogeinu L41F [nM]
Obr. 21
Srovnani délek jednotlivych kliénich vldken patogenu v pritomnosti mutantniho kryptogeinu
L41F o koncentracich 0-1000 nM u vybranych genotypt hostitele Solanum spp. (1) prvni kliéni
vlakno, (2) druhé kli¢ni vlakno, (3) tfeti kli¢ni vlakno.
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Dvojity mutant kryptogeinu L41F/V84F pouze velmi slabé zpomalil vyvoj patogenu u
S. lycopersicum. V piipadé genotypl s rezistentnimi vlastnostmi tj. S. chmielewskii a S.
habrochaites byl naopak zaznamenan slaby stimulaéni efekt na rist kli¢nich vlaken. Tento
mutant ma totiz diky pfitomnosti dvou objemnych molekuly fenylalanintt mensi schopnost
spoustét obranou reakci v rostlin€, protoze dochazi ke ztizeni vazby sterolt do dutiny elicitinu,

tudiz k hor$imu navazani elicitinu k receptoru rostliny (Dokladal et al., 2012) (Obr. 22).

= 120 - 01.
100 - @2
80 - m3.
60 -
40 -
20 -

O -

10 | 100 1000 O | 10 | 100 |1000| O
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Obr. 22

Srovnani délek jednotlivych kli¢nich vldken patogenu v ptitomnosti mutantniho kryptogeinu
L41F/V84F o koncentracich 0-1000 nM u vybranych genotypt hostitele Solanum spp. (1) prvni
kli¢ni vlakno, (2) druhé klicni vlakno, (3) treti kli¢ni vlakno.

V ptipadé oligandrinu byla pozorovana koncentra¢ni zavislost efektu elicitinu na vyvoj
patogenu a rozdilny G¢inek na genotypy lisici se rezistenci k patogenu O. neolycopersicum.
V piipadé citlivého genotypu S. lycopersicum aplikace oligandrinu neméla Zadny efekt na vyvoj
patogenu, na rozdil od genotypti s rezistentnimi vlastnostmi tj. S. chmielewskii a S.
habrochaites. Nejintenzivnéjsi potlaceni vyvoje patogenu v pfitomnosti oligandrinu bylo

detekovano u silné rezistentniho genotypu S. habrochaites (Obr. 23).
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Obr. 23

Srovnani délek jednotlivych klicnich vlaken patogenu v pfitomnosti oligandrinu
0 koncentracich 0-1000 nM u vybranych genotypt hostitele Solanum spp. (1) prvni kli¢ni
vlakno, (2) druhé kli¢ni vldkno, (3) treti kli¢ni vlakno

Vysledky uvedené v grafech (Obr. 19-23) jsou piehledné shrnuty v tabulce 4., ze které
jednoznaéné vyplyva, ze ztestovanych koncentraci nejvétsi vliv na rezistenci hostitelskych
rostlin vykazovala koncentrace elicitind 100 nM. V piipadé kryptogeinu lze predpokladat
vyznamnou roli schopnosti elicitinu aktivovat produkci ROS, kterd se projevi zvySenim
rezistentnich vlastnosti rostliny (Dokladal et al., 2012). B-elicitiny, jako je kryptogein a jeho
mutant V84F, u kterych byl potvrzen potencial stimulovat produkci ROS u rostlin, mély
vyznamny inhibi¢ni efekt na vyvoj patogenu O. neolycopersici u vSech genotypu Solanum spp.
Naopak mutanti L41F a L41F/V84F, ktefi neaktivuji produkci ROS, vykazovaly minimalni
nebo zadny efekt na vyvoj patogenu O. neolycopersici. Pti testovani kryptogeinu a jeho mutantt
byl pozorovan jejich srovnatelny Vvliv na zvyseni rezistence u Solanum spp. na O. neolycopersici
jako u N. tabacum na P. parasisica (Dokladal et al., 2012).

Je zajimavé, ze v piipadé a-elicitinu oligandrinu byl prokdzan vliv na rezistenci rostlin
u genotypu, které jiz vykazuji stfedné nebo silné€ rezistentni vlastnosti na dany patogen tj.

genotypy S. chmielewskii a S. habrochaites (Mieslerova et al., 2000).

Tab. 4

Vliv elicitini na délku vlakna O. neolycopersici 48 h po inokulaci listovych diski S.
lycopersicum (A), S. chmielewskii (CH) a S. habrochaites (H). Inhibice rustu vlaken patogen je
vyjadfena semikvantitativne: 1-15 % (+), 16-30 % (++), 31-45 (+++), 46- 60 % (++++).
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10 nM 100 nM 1000 nM

Elicitin A CH H A CH H A CH H
Kryptogein  ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
V84F ++ + 0 ++ + +++ + 0

L41F 0 + ++ 0 + ++ 0 + +
L41F/V84F  + 0 0 0 0 + 0 0
Oligandrin 0 0 0 ++ ++++ 0 + +++

3.2 Vliv aplikace elicitini na intenzitu bunéfné smrti,

lipidické peroxidace a aktivitu peroxidasy

Byly zrealizovany pilotni experimenty zaméfené na stanoveni reakce rostliny na
aplikaci vybranych elicitini. Cilem experimentd byl vybér vhodného zakladniho parametru,
ktery by charakterizoval odpovéd’ rostliny na pusobeni elicitind. Vlivu aplikace elicitinti na
kontrolni a infikovanou rostlinu byl detekovan na zakladé stanoveni intenzity buné¢né smrti,
aktivity jednoho z antioxidaénich enzymu peroxidasy a mnozstvi primarnich produkti lipidické

peroxidace.

3.2.1 Vliv aplikace elicitini na intenzitu bunééné smrti u

genotypu Solanum spp.

Nejvyraznéj§i narust bunééné smrti po infekci patogenem O. neolycopersici byl
detekovan u vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. V piipadé rezistentniho
genotypu byly detekovany pouze malé zmény v porovnani s kontrolnimi neinfikovanymi disky
(Obr. 25). Aplikace kryptogeinu u vSech genotypi Solanum spp. zvysila intenzitu bunécné
smrti. Vyznamné zvySena buné¢na smrt byla dale pozorovana po aplikaci mutantu V84F a
oligandrinu S. chmielewskii, u kterého byla prokdzana pomérné vysoka schopnost
hypersenzitivni reakce, ktera je spojena s intenzivni bunéénou smrti v misté infekce patogenem
(Tomankova et al., 2006). Po aplikaci kryptogeinu i oligandrinu byl pozorovan nartist bunééné
smrti v porovnani s kontrolnimi infikovanymi vzorky a to zejména u rezistentniho genotypu S.

habrochaites.
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Obr. 24

Relativni zména intenzity buné¢né smrti. S. lycopersicum (A), S. chmielewskii (CH) a S.

habrochaites (H). Zmény jsou vzdy vztazeny u kazdého genotypu na kontrolni vzorek

neinfikovany a neovlivnény piisobenim eliciting.

1,5 -
EAEBECHOH

Rozdil mezi intenzitou bunécné
smrti inokulovaného a kontrolnino
vzorku

Obr. 25

Rozdil intenzity bunééné smrti inokulovaného a kontrolniho vzorku Solanum spp. S.

S
406

-0,5 -

é\(\
\Og

<

lycopersicum (A), S. chmielewskii (CH) a S. habrochaites (H).
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3.2.2 Vliv aplikace elicitinii na aktivitu peroxidasy u genotypu

Solanum spp.

Ze zmén v peroxidasové aktivit¢ po inokulaci patogenem v pfitomnosti testovanych

elicitinll neni zfejma jednozna¢na zavislost na typu aplikovaného elicitinu (Obr. 26, 27). Zmény

Vv pfitomnosti kryptogeinu jsou minimalni V porovnani se zménami po infekci u kontrolnich

diskd v prostfedi bez elicitini. VéEtsi zmény byly detekované v pfitomnosti mutantd L41F a

L41F/V84F. Zajimavé je, ze V ptipadé aplikace oligandrinu, kdy byla pozorovana zvysena

rezistence u S. habrochaites, spolu se zvySenou bunéénou smrti, tak v piipadé peroxidasy, byl

po aplikaci oligandrinu detekovan vyznamny pokles POX aktivity u infikovaného listového

disku.

Relativni zména POX aktivity

Obr. 26

voda

kryptogein

L41F/V84F

oligandrin

kryptogein

CH

L41F/V84F

oligandrin

kryptogein

OK ml

oligandrin

LA1F/V84F

Relativni zména aktivity peroxidasy. S. lycopersicum (A), S. chmielewskii (CH) a S.

habrochaites (H). Zmény jsou vzdy vztazeny u kazdého genotypu na kontrolni vzorek

neinfikovany a neovlivnény plsobenim elicitind.
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Obr. 27
Rozdil aktivity inokulovaného a kontrolniho vzorkt. S. lycopersicum (A), S. chmielewskii (CH)
a S. habrochaites (H).

3.2.3 Vliv aplikace elicitint na intenzitu lipidické peroxidace u

genotypd Solanum spp.

Aplikace elicitini minimalné¢ ovlivnila intenzitu lipidické peroxidace. Ve vétsiné

ptipadu byl zaznamenan pokles intenzity lipidické peroxidace (Obr. 28, 29).
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Obr. 28
Relativni zména produkce primarnich produktu lipidické peroxidace. S. lycopersicum (A), S.
chmielewskii (CH) a S. habrochaites (H). Zmény jsou vzdy vztazeny u kazdého genotypu na

kontrolni vzorek neinfikovany a neovlivnény ptisobenim elicitinti.
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Obr. 29

Rozdil intenzity lipidické peroxidace inokulovaného a kontrolniho vzorku. S. lycopersicum (A),
S. chmielewskii (CH) a S. habrochaites (H).

4. Zavér

e Byl pozorovan srovnatelny U¢inek kryptogeinu a jeho mutantli na zvySeni rezistence u
Solanum spp. na O. neolycopersici jako u N. tabacum na P. parasisica.

e Po aplikaci oligandrinu byla detekovana vyrazné zvysena rezistence u S. habrochaites.

e Pro nasledujici experimenty Ize na zaklad¢€ dosazenych vysledkt doporucit aplikaci elicitini
ve 100 nM koncentraci.

e Po aplikaci oligandrinu a kryptogeinu byla detekovana zvySena bunécna smrt. Intenzita
zmén byla v zavislosti na rezistentnich vlastnostech rostliny. Nejintenzivnéjsi zmény byly u
rezistentniho genotypu S. habrochaites.

e Nebyl pozorovan vyznamny vliv aplikace elicitint na lipidickou peroxidaci u Solanum spp.

e V naslednych experimentech bude vhodné testovat vliv 24 h piedinkubace listovych diskt s

elicitiny pted inokulaci patogenem.
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Seznam pouzitych zkratek

AC AMP cyklasa

Cac cactorein

cAMP cyklicky adenosin monofosfat
Cap kapsicein

Cin cinnamomin

Cry kryptogein

DAG diacylglycerol

Dre dreschlerin

GC GMP cyklasa

GMP guanosinmonofosfat

lle isoleucin

Inf/INF infestin

IP3 inositol-1,4,5-trisfosfat
JA kyselina jasmonova

Leu leucin

Lys lysin

LysoPC lysophosphatidylcholin
MAPK mitogen-aktivujici proteinkinasy
Met methionin

Mgm megaspermi

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NO oxid dusnaty

NOS syntasa oxisu dusnatého
NR nitratreduktasa

Olig oligandrin

Par parasiticein

Phe fenylalanin

ROS reaktivni formy kysliku
SA kyselina salicylova

TF transkrip¢ni faktory
Tyr tyrosin

uv ultrafialové

Val valin

WT divoky typ
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