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Cile prace:

V teoretické casti je cilem bakalaiské prace vypracovani literarni reSerSe

zaméfené na problematiku:

1. charakterizace patogenniho organizmu Phytophthora infestans a mechanismu
obranné reakce rostlin na dany patogen

2. charakterizace elicitini se zaméfenim na elicitin infestin sekretovany
patogennim organizmem Phytophthora infestans

3. uloha reaktivnich forem kysliku a dusiku v obrannych reakcich rostlin vystavenych

pusobenti elicitind.

V experimentalni ¢asti je cilem prace otestovat elicitin infestin a porovnat jeho
pusobeni s elicitiny kryptogeinem a oligandrinem na modelovém systému
suspenzni kultury bunék tabaku Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi. Studium
vlivu infestinu, kryptogeinu a oligandrinu

1. na Zivotnost bun€k Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi

2. na produkci ROS a RNS

3. na produkci Hsp70

4. na expresi vybranych genti enzymt metabolismu ROS a RNS (GSNOR

a NADPH oxidasa)
5. zmény urovné transkripce gent zapojenych do signalnich obrannych drah

kyseliny salicylové, jasmonové a ethylenu



1 Uvod

Rostliny si proti patogeniim vytvofily dvé linie aktivni obrany. Prvni z nich je vyvolana
interakci struktur spojenych s patogenem (PAMPS) a receptori v cytoplazmatické
membrané rostlinnych bunék (PRRS). Druha je spusténa patogennimi efektory, které se
vazou na receptory lokalizované vétSinou v cytosolu (Jones a Dangl, 2006).

Fytopatogenni organismy rodu Phytophthora a Pythium produkuji -elicitory
proteinového chrakteru, tzv. elicitiny, které u fady rostlin spousti obrannou reakci
(Kamoun et al., 1997a). Phytophthora infestans je hemibiotrofni fytopatogenni
oomyceta, kterd napadéd rostliny z Celedi lilkovitych. U brambor zpiisobuje chorobu
znamou jako plisenn bramborova (West a Vleeshouwers, 2004). U P. infestans bylo
nalezeno celkem 7 genu kodujicich elicitiny (Kamoun et al., 1999). Nejvyznamnéjsim
Z nich je infestin (INF1) produkovany v myceliu patogena, rostlina jej rozpoznava jako
PAMP (Jiang et al., 2005).

Pii aktivaci obranné reakce dochazi mimo jiné k oxidativnimu vzplanuti,
které je charakteristické prudkym nartstem produkce reaktivnich forem kysliku (ROS)
v apoplastu. ROS mohou mit jednak piimy antimikrobialni ucinek a dale mohou
indukovat expresi genl spojenych s patogenesi (Lamb a Dixon, 1997). Zdrojem ROS
pfi oxidativnim vzplanuti jsou NADPH oxidasy, peroxidasy bunécné stény,
oxalatoxidasy, aminoxidasy a polyaminoxidasy (Bolwell, 1999).

S obrannou reakci je také Casto spojena zvySena produkce oxidu dusnatého (NO)
a tvorba dalsich reaktivnich forem dusiku - RNS (Yamamoto et al., 2004). Bioaktivita
RNS je umoznéna jejich schopnosti kovalentné modifikovat proteiny a modulovat tak
jejich aktivitu. Jednou z nejvyznamnéjsich modifikaci je S-nitrosylace, kdy dochazi
k navazani NO na cysteinové residuum Vv proteinu (Gaston et al., 2003). NO takto
ovliviiuje  aktivitu rostlinné NADPH oxidasy, hlavniho zdroje superoxidu
pii oxidativnim vzplanuti, ale také akorbatperoxidasy, enzymu s antioxidacni aktivitou
(Yu et al., 2014, Begara-Morales et al., 2015). Dale také modifikuje fadu proteind
zapojenych v signalnich drahach napt. kyseliny salicylové, jasmonové a ethylenu

(Freschi et al., 2013, Yu et al., 2014).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Phytophthora infestans

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary je hemibiotrofni fytopatogen (f¥iSe Chromista,
titida Oomycetes, oddéleni Peronosporomycota, ¢eled’ Pythiaceae), ktery napada rostliny
z Celedi lilkovitych. U brambor a rajcat zplsobuje chorobu znamou jako plisen
bramborova. V letech 1845-1849 tato choroba zpusobila ,,Velky hladomor* v Irsku.
Dle nového fylogenetického fazeni patfi do prvniho kladu (vyvojové vétve)
rodu Phytophthora spolu s dalsimi 12 druhy jako napfiklad P. nicotianae a P. mirabilis
(Kroon et al., 2012).

P. infestans je heterotrofni a mycelium-tvofici organismus, proto byl dlouhou dobu
fazen spolu s ostatnimi oomycetami do fiSe Fungi. Od mikroskopickych hub
se P. infestans lisi stavbou bunééné stény, ktera je tvofena ptredevsim B-1,3-glukany,
B-1,6-glukany a celulosou (B-1,4-glukan), v malych mnozstvich pak muze obsahovat
chitin. Vétsinu svého zivota je diploidni, hyfy nejsou oddéleny septy. P. infestans neni

schopna syntetizovat steroly (Latijnhouwers et al., 2003).

2.1.1 RozmnoZovani P. infestans
P. infestans je diploidni, heterothallicky organismus, mize se rozmnozovat pohlavné
i nepohlavné (Obr. 1).

P. infestans se na polich rozmnozuje pfedev§im nepohlavné. Sporangia (vytrusnice)
jsou produkovany ve sporangioforech, které se tvofi na infikovanych pletivech.
Sporangia jsou roznesena pasivn¢ vzduchem nebo de$tém na dalsi rostlinna pletiva.
Sporangia pii teplot¢ nad 15°C (optimum 20-25°C) kli¢i pfimo za vzniku mycelia
a tvorby dalSich sporangii. Pfi niz8ich teplotach (10-15°C) a ve vlhkych podminkach
dochazi k ryhovani a vzniku mnohojaderného sporangia, ze sporangii se pak uvolfiuje
6 az 8 pohyblivych zoospor (Fry, 2008).

Pro pohlavni rozmnozovani P. infestans je potieba dvou pohlavnich typi Al a A2
(Brasier, 1992). Pohlavni typ Al je heterozygot (Aa), A2 je homozygot (aa).
Ve stélkach dvou jedinct dochazi vlivem hormonti ke vzniku gametangia (oogonie nebo
antheridia), pficemz kazdy z pohlavnich typl mize vytvaret bud’ sami¢i nebo samci
pohlavni organy. Antheridium zcela obklopi oogonii, dochazi ke splynuti dvou
haploidnich zarodk, coz vede ke vzniku diploidni oospory. Tyto spory jsou silnosténné

amohou preckat mnoho let vpuadé. Jsou velmi odolné vici nizkym teplotam



(van West a Vleeshouwers, 2004). Pohlavni rozmnozovani bylo povazovano za vzacné,
protoze ve svété byl rozsiten piedevsSim pohlavni typ Al. Koncem 70. let 20. stoleti
doslo k rozsifeni pohlavniho typu A2 z Mexika do jinych casti svéta, proto je dnes

ptikladan vyznam i pohlavnimu rozmnozovani (Yuen a Andresson, 2013).

2.1.2 Pribéh infekce po napadeni rostliny patogenem P. infestans
Zoospory jsou jednojaderné bunky bez bunécné stény, maji dva biciky a jsou po kratkou
dobu pohyblivé. Poté, co se uvolni ze sporangii, putuji ve vodném prosttedi pomoci
chemotaxe k hostiteli. Zoospory mohou napadat hlizy, kofeny, ale i nadzemni ¢asti
rostliny. Zoospory se po piiblizeni k hostiteli zbavi bi¢ikti a vytvaii bunéénou sténu,
¢imz vznikaji nepohyblivé cysty, ty vylucuji glykoproteiny podobné lidskému mucinu,
které slouzi jako ochrana pfed poskozenim a k pfichyceni na hostitele. Cysty dale
vytvaii kli¢ici vldkno, na jehoz vrcholu vznika specidlni tutvar apresorium,
ktery penetruje buné¢nou sténu epidermalni rostlinné bunky (Kramer et al., 1997).
P.infestans preferuje pro penetraci zejména listd  epidermalni  buriky,
které sousedi se stomatdlnimi buiitkami. Apresorium vytvaii v hostitelské bunice infekéni
vezikuly. Z vezikul vyrustaji hyfy, které pii biotrofni fazi infekce dale proristaji
do mezibunécnych prostor rostlinnych pletiv. Hyfy se vétvi na haustoria, ktera se
vchlipi dovnitt bunééné membrany (invaginace) a slouzi k nasavani zivin z hostitele.
Po urcité dobé¢ je spusténa nekrotrofni faze infekce, kterd vede k usmrceni rostlinnych
bunék a vzniku nekrotickych skvrn. V této fazi prortstaji hyfy pies stomata az
na povrch a vytvari sporangia (Fry 2008; Nowicki et al., 2012a; Kamoun et al., 2015).
Dva dny po napadeni se na rostlin€ za¢nou objevovat nekrotické skvrny, po péti az
deseti dnech miize dojit ke kolapsu rostliny. Doba od napadeni po sporulaci trva

obvykle 4 dny.
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Obr. 1: Zivotni cyklus  hemibiotrofniho  patogenu  Phytophthora infestans
(pfepracovano z van West a Vleeshouwers, 2004).

2.1.3 Obranna reakce rostliny proti patogenu P. infestans

Ptirozena obrana rostlin pii interakci patogen-rostlina je nejcastéji popisovana modelem
(Obr. 2), ktery poprvé piedstavili Jones a Dangl (2006). Dle modelu je prvni linie
aktivni rostlinné obrany tvofena membranovymi receptory, které rozpoznavaji struktury
spojené s patogenem (PRRS). Struktury spojené s patogenem (PAMPS) jsou molekuly
s konzervovanou strukturou v celé fad¢ patogentl, patii mezi né naptiklad flagelin nebo
chitin. Obranna reakce aktivovana pomoci PAMP se oznacuje jako PTI (PAMP-
triggered immunity). Ne&které patogeny ovSem  vyluCuji do  apoplastu
nebo do cytoplasmy rostlinné bunky efektorové molekuly, které ptispivaji k virulenci
patogenu a potlacuji PTI. Rostlina na tyto latky miZze reagovat pomoci R-proteind
a spoustét druhy stupen obrany, tzv. ETI (effector-triggered immunity). R-proteiny jsou
intracelularni receptory, vétSinou obsahujici doménu NB-LRR. ETI je vice specificka
a uc¢inngjsi nez PTI, vétSinou indukuje hypersenzitivni reakci (HR), ktera se projevuje
odumfenim bun¢k v mist¢ napadeni patogenem. ETI je tedy velmi efektivni
proti biotrofnim patogenim, které zodumielé¢ tkané¢ nemohou odebirat Zziviny,

proti nekrotrofiim je vSak neta¢inna.
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Obr. 2: Model obranné reakce rostlin proti patogenim. V prvni fazi dochdzi ke vzniku PTI
(Pathogen trigerred immunity). Efektory potlacuji PTI, rostlina je nachylna k infekci, tento stav
se nazyva ETS (Effector-triggered susceptibility). Pokud rostlina obsahuje R-proteiny, dojde
ksilné obranné reakci doprovazené hypersenzitivni reakci, tzv ETI (Effector-
triggered immunity). Dalsi druhy efektort mohou opét spoustét ETS nebo ETI
(ptevzato z Dangl a Jones, 2006).

Nékolik vtefin po interakci PAMP s pfisluSnym receptorem dojde k prudkému
narGistu intracelularni koncentrace Ca?* iontfl, coZ vede k oxidativnimu vzplanuti
(Chandra a Low, 1997). Zarovei je také pozorovano vyplaveni K a Cl iontfl z buiiky
a alkalizace vnéjsiho prostiedi (Fellbrich et al., 2000). Pozd¢ji dochazi k remodelaci
bunécné stény, syntéze kaldzy, akumulaci proteinii, fenolickych latek, ROS a RNS
a v nekterych ptipadech k hypersenzitivni reakci (Bolwell a Daudi, 2009).

Je znamo, ze Phytophthora infestans produkuje celou fadu latek, které vystupuji jako
efektory ¢i PAMP (Tab. 1).



Tabulka 1: Ptehled efektori a PAMP produkovanych patogenem Phytophthora infestans

(ptepracovano z Nowicki et al., 2012a)

Efektor

Biologicka funkce

Apoplastické efektory

Enzymy degradujici bunécénou sténu
Endo-polygalakturonasy
Endo-glukanasy

Exo-glukanasy

Inhibitory enzymii

Cystatin-like inhibitor proteas

Kazal-like extracelularni inhibitor proteas

PAMPS a malé na cystein bohaté proteiny
Elicitiny (INF1 a dalsi)

PcF-like (scr74)

Transglutaminasy (Pepl3)

Efektory lokalizované v cytoplazmé
Typ RXLR

AVR1

AVR2

AVR3a

AVR3b
AVR4
AVRDIb1

AVRDbIb2

AVRvntl

Jiné

Crinkling/necrosis inducing proteins
SNE1

Degradace pektinu v buné&cné sténé rostliny
Hydrolyza B-1,3-glukand
Hydrolyza p-1,3-glukant

Inhibice  rostlinnych  cystein
a potlaceni obranné reakce rostlin
Inhibice rostlinnych proteas a potlaceni
obranné reakce rostlin

proteas

Prenasece sterolt, spusténi obranné reakce
Fytotoxin-like, spousti HR
Spousti oxidativni vzplanuti a HR

Indukce HR po interakci s proteinem R1
Indukce HR po interakci s proteinem R2,
R2-like, Rpi-abpt, Rpi-blb3

Indukce HR po interakci s proteinem R3a,
potlaceni HR vyvolané INF1

Indukce HR po interakci s proteinem R3b
Indukce HR po interakci s proteinem R4
Tfida I a II indukuje HR po interakci
s proteinem Rpi-blbl, tfida III mizZe potladit
takto spusténou HR

Indukce HR po interakci s proteinem Rpi-blb2
Indukce HR po interakci s proteinem Rpi-vntl

Potlaceni/indukce HR
Potlaceni HR vyvolané Avr proteiny

2.2 Elicitiny

Jako elicitiny je oznaCovana skupina strukturné¢ podobnych proteinovych elicitort

produkovanych  patogennimi  organismy rodu Phytophthora a  Pythium
(Kamoun et al., 1997a). Tyto proteiny indukuji hypersenzitivni reakci u rostlin tabaku
(Kamoun et al., 1993b). Spole¢nym strukturnim znakem elicitini je vysoce
konzervovana doména aminokyselin 1 az 98, obsahujici 6 cysteinovych rezidui, které
vytvareji 3 disulfidické mustky (Fefeu et al., 1997). RozloZeni cysteinovych rezidui ma
témér ve vSech elicitinech schéma Ci-variabilni-C,-23-C3-4-C4-14-Cs-variabilni-Csg.
C;-Cs, C,-Cs a C3Cg

aminokyselin  histidinu,

Disulfidické mustky jsou vytvofeny mezi rezidui
(Jiang et al., 2006a).

tryptofanu a argininu v polypeptidovém fetézci, naopak serin, threonin, alanin a leucin

Charakteristickd je nepfitomnost



jsou zastoupeny hojné (Ponchet et al., 1999). Elicitiny jsou globularni proteiny, tvoiené
6 o-helixy, 2 antiparalelnimi B-skladanymi listy a w-smyckou (Boissy et al., 1996).
Do své hydrofobni dutiny mohou elicitiny vazat steroly a mastné kyseliny, patogenu
tedy slouzi jako extracelularni prenasece steroli (Mikes et al, 1998,
Ponchet et al., 1999). Schopnost elicitini vazat se na membranové receptory a vyvolat
hypersenzitivni reakci u rostlin je spojena s jejich schopnosti vazat steroly
(Osman et al., 2001b).

Elicitiny jsou déleny do 3 tiid (Tab. 2). Tfida I zahrnuje 10 kDa elicitiny tvofené
presn¢ 98 aminokyselinami. D¢li se na dvé podtiidy, které se lisi hodnotou
isoelektrického bodu a nekrotickou aktivitou. Schopnost vyvolat nekrosu rostlinnych
bunék je spojena s reziduem na pozici 13. Elicitiny lo (pl = 4-5) maji na této pozici
hydrofobni valin; elicitiny Ip (pl = 7,5-8,5) jsou az stokrat vice nekroticky aktivni
a na pozici 13 maji hydrofilni lysin (Fefeu et al., 1997). Hodnota isoelektrického bodu
je ovlivnéna poctem lysinovych residui, If elicitiny jich obsahuji 6, la elicitiny 2-4
(Ponchet et al., 1999). Elicitiny tiidy II jsou silné kyselé, obsahuji kratky C-hydrofilni
konec, ktery je tvofeny 5-6 residui. Tiida III zahrnuje elicitiny s C-koncovou
glykosylovanou doménou, ktera obsahuje 65-101 aminokyselin (Kamoun et al., 1997a).

Tabulka 2: Klasifikace a charakteristika elicitinti (pfepracovano z Oswald et al., 2014)

Trida Pocet aminokyselin  Isoelektricky bod  Charakteristika

lo 98 kysely Valin na pozici 13 (hydrofobni)
IB 98 bazicky Lysin na pozici 13 (hydrofilni)
I 103-104 velmi kysely

i 98+ kysely




2.2.1 Infestin

INF1, nazyvany téz jako infestin, je elicitin tfidy la produkovany patogenem
Phytophthora infestans, jeho molekulova relativni hmotnost je dle vysledki
z hmotnostni spektrometrie 10 325 a vypocteny pl je 4,7 (Huet et al., 1993).
15 aminokyselinovych residui, které vytvaii u kryptogeinu hydrofobni dutinu schopnou
vazat ergosterol, je totoznych i u INF1 (Boissy et al., 1999). Gen kodujici INF1
je exprimovan v myceliu (Jiang et al., 2005).

Pfi interakci rostlina-patogen vystupuje jako PAMP (Kamoun et al., 1998).
Patogenem je sekretovan pomoci 20 aminokyselin dlouhého hydrofobniho
N-koncového signalniho peptidu do extraceluldrniho prostoru rostlinnych pletiv
(Kamoun et al., 1997a). N-koncovy signalni peptid je stejny u vSech elcitind tiidy Ia
(Baillieul et al., 2003). INF1 je pravdépodobné pienesen endocytosou do cytoplasmy
rostlinné bunky, zde se vaze na subdoménu VIb kinasové domény membranového
proteinu NbLRK 1, tim zptsobuje autofosforylaci kinasové domény, ktera dale prenasi
obranny signal. Protein NbLRK1 patii do tfidy B lektinu podobnych receptorovych
kinas, jedna se o PRR nalezeny v cytoplazmatické membran¢ bunék N. benthamiana
(Kanzaki et al., 2008). Membranovy protein BAKI1/SERK3 hraje vyznamnou roli
Vv obranné reakci rostliny jako regulator funkce PRR pii aplikaci INF1 a jinych PAMPs
(Heese et al, 2007). INF1 u N. benthamiana spousti mitogen-aktivovanou
proteinkinasovou drahu, ktera vede k produkci reaktivnich forem kysliku a NO,
viz Obr. 3 (Asai et al., 2008). Chaperony Hsp70 a Hsp90 hraji u N. benthamiana
kli¢ovou roli pfi vyvolani hypersenzitivni reakce po aplikaci INF1. Byla prokazana
interakce Hsp90 se SIPK, tyto proteiny jsou tedy patrn¢ soucasti MAPK signalni drahy
(Kanzaki et al., 2003). U rajcat (S. esculentum cv. MicroTom) aktivuje infestin signalni
drahy kyseliny jasmonové aethylenu bez nekrotickych projevii na rostling
(Kawamura et al., 2009). U rostlin rodu Solanum nebyla po aplikaci infestinu
pozorovana hypersenzitivni reakce (Kamoun et al., 1997a), naopak u rodu Nicotiana

byla HR zaznamenana (Huitema et al., 2005).
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Obr. 3: Infestinem indukovana MAPK signalni draha vedouci k produkci NO a ROS
u N. benthamiana. INF1 spousti produkci NO pftes signalni drahu MEK2-SIPK/NTF4
a produkci ROS pies signalni drahy MEK2-SIPK/NTF4 a (NPK1)-MEK1-NTF6. MAPK —
mitogen-asociovana proteinkinasa. MAPKK — MAPK kinasa. MAPKKK — MAPKK kinasa.
Otaznik znaci neidentifikovanou MAPKKK. RBOHB - respiratory burst oxidase homologue B.
NOA1 — NO associated 1. SIPK — salicyl acid-induced proteinkinase. WIPK — wound-induced
proteinkinase (pfevzato z Asai et al., 2008).

2.2.2 DalSi elicitiny produkované patogenem P. infestans

U P. infestans bylo nalezeno celkem 7 genti kodujicich elicitiny, byly ozna¢eny jako
infl, inf2a, inf2b, inf4, inf5, inf6 a inf7 (Kamoun et al., 1997a; Kamoun et al., 1999).
Elicitiny INF2A, INF2B, INF5 a INF6 jsou fazeny do III tfidy, elicitin INF4 je fazen do
tiidy If (Baillieul et al., 2003). INF1 je elicitin tfidy lo (Huet et al., 1993). Geny
kodujici INF4, INF5 a INF6 jsou exprimovany v myceliu, geny pro INF2A a INF2B
jsou exprimovany navic také v zoosporach, cystach a sporangiich (Jiang et al., 2006a).
Elicitiny INF2A a INF2B obsahuji C-koncovou doménu dlouhou 67 resp. 71 AMK
(Kamoun et al., 1997a). Zvyseny obsah threoninu a serinu v této doméné naznacuje,
ze zde dochazi k O-glykosylaci (Wilson et al., 1991), jedna se tedy o glykoproteiny,

které jsou ukotveny vbunééné sténé¢ patogenu (Jiangetal.,, 2006a).



Sekvence konzervované domény INF2A a INF2B se 1isi pouze ve tfech
aminokyselinach (Obr. 4), pfesto byly pozorovany zna¢né rozdily v jejich G¢inku na
rostliny. INF2B spousti u N. tabacum hypersenzitivni reakci. N. benthamiana na tento
elicitin nereaguje; INF2A spousti hypersenzitivni reakci u obou druhl. Rozdily
v citlivosti na INF2B u téchto dvou druhii by mohly vysvétlovat vyssi resistenci
N. tabacum proti P. infestans (Huitema et al., 2005). Elicitin INF4 je sekretovan s N-
koncovym signalnim peptidem typickym pro elicitiny tiidy III, jeho isoelektricky bod je
zasadity. INF5 je elicitin tvofeny 164 aminokyselinami, vyznacuje se zna¢nou
podobnosti s y-megasperminem. INF6  obsahuje 163  aminokyselin
(Baillieul et al., 2003).

al o2 0] a3
CyB TAacTAaTaaT AAf« T s@LesoasenacsTos GEsFlTAxacBrraaferw
WFL T TCTTSQQTVAYVALVSILSDTSFNQCSTDSGYSMLTATSLPTTEQY KLM
NF2A E TCSPTDQTTAYSTLASVLTLSSFQGCADDSGFSLLYSTALPDDDQY VKM
INFB E TCSPTDQTTAVSTLASVLTLSSFQGCADDS GFSLLYSTALPDDAQY VKM
INF4 A ACTAKQQTAAYNTLVSLLSEASFSTCSKDSGYSMITSKTLPRPEKEEKEKAM
INFS E ACSTTQQASAYTSMVGLLQGTSLSTCASDSGYNMLYATALPTAEQTAAM
INF6 A ACTTAQQQSAYLGMVGLLTGTALNECASESGYNMLYATALPTDDEREKAM
1 50
03 o4 p1 B2 s b
CyB c asTACNTMEckllvionerncol TEBlTrseLrvienvysElancflsnecss L
INFL C ASTACKTMINKIVSLNAPDCELTVPTSGLYVLNVYSYANGFSSTCASIL
INFA C ASDNCKSLIESVAGLNPPNCDLTVPTSGLYLNVVDLTSGFSEKCSSS
INF2B C ASDNCKSLIESVASLNPPNCDLTVPTSGLYLNVVDLTSGFSKEKCSSS
INFA C KSSSCKSMIKKI I ALNPPNCTLTVPTSGLKTNVYKMAHDFSSDCKRL
NS C KVDACHELIKNVQATNPPDCDLNIPTSGAIMNYKSLADNFEPGCSEP S
INF6 C VVQACHDLIVSVLATNPRPDCDLTIPTSNAVMNVYQLASTFETQCDAL
51 98

Obr. 4: Sekvence vysoce konzervovanych domén elicitini P. infestans Vv porovnani
S kryptogeinem. Aminokyseliny znacené cervené jsou u vSech elicitini shodné. AMK
v modrém pozadi vytvati u kryptogeinu (1p elicitin z P. cryptogea) hydrofobni dutinu, ktera
vaze steroly. VyznaCeny jsou také sekundarni struktury nalezené u kryptogeinu
(ptepracovano z Baillieul et al., 2003, Huitema et al., 2005).
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2.3 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou toxickymi produkty aerobniho metabolismu vSech
organismi, vznikaji pfenosem elektroni na molekularni kyslik (Bolwell, 1999).
Postupnou jednoelektronovou redukci vznika z molekularniho kysliku superoxidovy
anion (-O;) nebo hydroperoxylovy radikal (-HO;), dale peroxid vodiku (H,O,)
a hydroxylovy radikal (-OH). Hydroperoxylovy radikal je pouze protonovana forma
superoxidu (pK, = 4,8), vznika piedevsim Vv kyselém prostiedi bunééné stény. Peroxid
vodiku a hydroxylovy radikal v buiice proton neodstépuji, jejich pK; je vysSsi nez 11
(Mori a Schoreder, 2004). Mezi ROS je fazen také singletovy kyslik (‘O,), ktery vznika
excitaci elektronu v molekularnim kysliku.

V rostlinnych burikach jsou ROS produkovany v mitochondriich pii respiraci
(hlavng -O,), v chloroplastech pfi fotosyntéze (O, a'O,) a v peroxisomech,
kde probiha fotorespirace (vznika hlavné -O, a H,0,), dale také v bunétné sténé¢ nebo
cytoplazmatické membrané pti abiotickém a biotickém stresu, kdy vznika-O, a H,O;
(Mittler, 2002).

ROS reaguji nespecificky s makromolekulami v burice a zpusobuji mutace DNA,
peroxidaci lipidi a oxidaci proteind, coz mize vést az kbunééné smrti
(Beckman et al., 1998). Jako ochranu pied oxidativnim poskozenim si rostliny vyvinuly
celou fadu enzymatickych a neenzymatickych antioxida¢nich systému, diky kterym je
koncentrace ROS za fyziologickych podminek velmi nizka (Tab. 3). Pokud je rostlina
vystavena stresovym faktorim (biotickym ¢i abiotickym), dochazi k nadprodukci ROS,

antioxida¢ni systémy nestihaji akumulované ROS odbouravat (Mittler, 2002).

Tabulka 3: Nejvyznamnéjsi rostlinné antioxidanty (pfepracovano z Mittler, 2002)

Antioxidant Lokalizace ROS
Superoxiddismutasa Chl, Cyt, Mit, Per, Apo -0y
Askorbatperoxidasa Chl, Cyt, Mit, Per, Apo H,0,
Katalasa Per H,0,
Glutathionperoxidasa Cyt H,0,, ROOH
Peroxidasy BS, Cyt, Vak H,0,
Thioredoxinperoxidasy Chl, Cyt, Mit H,0,
Askorbat Chl, Cyt, Mit, Per, Apo H,0,, -0,
Glutathion Chl, Cyt, Mit, Per, Apo H,0,
a-tokoferol Membrany ROOH, 10,
Karotenoidy Chl '0,

Pozn.: Apo — apoplast, BS — bunéc¢nd sténa, Chl — chloroplast, Cyt — cytosol, Mit —
mitochondrie, Per — peroxisom, Vak — vakuola.
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2.3.1 Uloha ROS pii obranné reakci rostlin proti patogeniim

Jednou z prvnich obrannych reakci, ktera nastavd po napadeni rostliny
patogenem, je oxidativni vzplanuti, které je charakteristické prudkym nartstem
produkce ROS v apoplastu rostlinné bunky (Lamb a Dixon, 1997).

Hlavnim zdrojem ROS pfi oxidativnim vzplanuti jsou NADPH oxidasy
Vv cytoplazmatické membrané, které generuji O, nebo peroxidasy v bunécné sténé,
které produkuji H,O, (Bolwell, 1999), dalSimi zdroji mohou byt také oxalatoxidasy,
aminoxidasy a polyaminoxidasy.

Oxidativni vzplanuti ma dvé faze (Obr. 5). Prvni nastava nékolik minut
po rozpoznani PAMPs rostlinnou bunikou a pretrvava 60-180 minut. V této fazi je
produkce ROS zajistovana enzymy, které se nachazely v apoplastu v dosud neaktivni
form¢, dochdzi také k indukci transkripce genti pro dalsi enzymy produkujici ROS.
Druha faze je spusténa 3-4 hodiny po napadeni avirulentnimi patogeny a souvisi
s rozpoznanim efektor R-proteiny v rostlinné buiice. Produkce ROS v této fazi trva
déle a je vétsi nez u prvni faze, mize vést k hypersenzitivni reakci (Doehlemann
a Hemetsberger, 2013).

Oxidativni vzplanuti zptsobuje zpevnéni bunécné stény, stimuluje tvorbu fytoalexini
a proteind spojenych s patogenesi, ma piimy antimikrobidlni uCinek, vysoké
koncentrace ROS mohou zpisobit hypersenzitivni reakci (Lamb a Dixon, 1997).

Superoxid vznikajici pfi oxidativnim vzplanuti je pfeménovan superoxiddismutasou
(EC 1.15.1.1) ¢i peroxidasou na peroxid vodiku (Léon et al., 1995). Mize také reagovat
s oxidem dusnatym za vzniku peroxodusitanu (ONOQO").

Peroxid vodiku difunduje ptes cytoplazmatickou membranu do bunky, v apoplastu
stimuluje  syntézu  prekurzori  ligninu a  jejich  nasledné  zesitovani
(Piterkova et al., 2005). Zesitovani probiha za G¢asti peroxidas, které oxiduji ligninové
prekurzory za tvorby fenolickych radikalti, které spolu reaguji a tvoii lignin. Peroxid
vodiku také aktivuje 2-hydroxylyasu kyseliny benzoové, coz vede k akumulaci kyseliny
salicylové. Peroxid vodiku spolu s kyselinou salicylovou poté aktivuji expresi

obrannych gend a indukuji hypersenzitivni reakci (Léon et al., 1995).
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Obr. 5: Produkce ROS po napadeni rostliny bakterialnim patogenem. 1. faze je nespecificka pro
fadu stresovych podnéth. 2. faze nastava pouze pfi napadeni avirulentnim patogenem a souvisi
Sustavenim resistence proti patogenu, virulentni patogeny tuto fazi nespousti
(ptevzato z Lamb a Dixon, 1997).

2.3.1.1 NADPH oxidasy
NADPH oxidasa (EC 1.6.3.1) je multienzymovy komplex lokalizovany

V cytoplazmatické membrané. Dosud byl nejlépe popsan savci isoenzym NADPH
oxidasy Nox2, ktery byl nalezen ve fagocytech. Je tvoien podjednotkami p40P"™
p47""* p67™* a GTPasou Rac, které maji regulacni funkei a jsou lokalizovany
Vv cytoplazmé, déle integralnim membranovym flavocytochromem bssg, ktery je slozen
z katalytické podjednotky gp91ph°X a adaptorového proteinu p22phox. Fosforylace
podjednotky p47°" zpisobi aktivaci celého enzymového komplexu, gp91P"™
katalyzuje reakci dle rovnice 1 (Babior, 2004).

1. NADPH + 20; <> NADP" + 20, +H"

Rostlinné NADPH oxidasy (Obr. 6) jsou homologni s podjednotkou gp91™"™* savi
NADPH oxidasy, byvaji oznaCovany jako RBOHs - respiratory burst oxidase
homologues (Lamb a Dickson, 1997) a jsou zdrojem O, V obou fazich oxidativniho
vzplanuti po napadeni patogenem (Yoshioka et al., 2001). Na rozdil od gp91P"™
obsahuji RBOHs N-koncovou hydrofilni doménu, ktera je tvofena dvéma motivy EF-
ruky, které vazou Ca®" ionty (Keller etal., 1998). V rostlinach nebyla jednoznacné
prokézana pfitomnost homologii k podjednotkam p40P"™, pa7P"™ p67P"™* g p22°Phox
(Tenhaken a Riibel, 1998). Rostlinné NADPH oxidasy mohou byt aktivni bez
cytoplazmatickych podjednotek (Sagi a Fuhr, 2001) a jejich aktivita je stimulovana

zvySenou koncentraci Ca®" iontd (Ogasawara et al., 2008), fosforylaci pres véapnik-
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dependentni proteinkinasu (Kobayashi et al., 2007) apies MAPK signalni drahu
(Asai et al., 2008). U ryze (oryza sativa) byl prokazan vyznam homologi Rac proteinu
pii obranné reakci, nelze proto vyloucit jejich uloha pfi regulaci RBOHs
(Onoetal., 2001). U rostlin N. benthamiana sumlcenymi geny pro NbRBOHA
a NbRBOHB bylo pozorovano mirnéjsi oxidativni vzplanuti po aplikaci INF1 nez
U kontrolnich rostlin, navic tyto rostliny vykazovaly snizenou resistenci proti

P. infestans (Yoshioka et al., 2003).

NADPH NADP:

Obr. 6: Rostlinna RBOH. Z NADPH se uvoliuji elektrony, které jsou transportovany ptes FAD
a hemy az na kyslik za vzniku superoxidového aniontu radikalu. Transmembranova doména
je tvofena 6 helixy. Na 2 helixech jsou ptes histidinova rezidua navazany 2 hemy. C-terminalni
doména v cytosolu obsahuje vazebné dutiny pro FAD a NADPH. N-terminalni doména
obsahuje 2 motivy EF-ruky a serinova rezidua, na kterych dochazi k fosforylaci. Na
N-terminalni doménu se  mohou  také vazat  homology @ Rac  proteind
(pfevzato ze Suzuki et al., 2011).

14



2.3.1.2 Peroxidasy bunéc¢né stény
Zdrojem ROS pfi oxidativnim vzplanuti mohou byt také 46 kDa peroxidasy 3. tfidy
(EC 1.11.1.7) lokalizované v bunééné sténé (Bolwell, 1999). Peroxidasy bézn¢ redukuji
peroxid vodiku za soucasné oxidace organickych sloucenin. Pfitomnost reduktantl
a alkalizace apoplastu, ktera nastava po rozpoznani patogenu rostlinou, ovsem stimuluje
peroxidasy bunécné stény k produkci peroxidu vodiku. Jako in vitro reduktanty mohou
vystupovat fenoly, thioly, mastné kyseliny, NAD(P)H a askorbat (O'Brien et al., 2012),
in vivo reduktanty zatim nebyly uréeny.

V mechanismu vzniku peroxidu vodiku je zapojeny konjugiat hemového zeleza
s kyslikem (Fe"-0-0), ktery vznika reakci redukované peroxidasy (rovnice 2)
s molekularnim kyslikem (rovnice 3). Konjugat se vytvaii také reakci peroxidasy
se superoxidem (rovnice 4). Peroxid vodiku pak vznikd reakci konjugatu s vodou
(rovnice 5) nebo redukci za pfitomnosti organického substratu dle rovnice 6
(Murphy et al., 1998). Peroxidasy buné¢éné stény mohou produkovat také OH’, -OH
a -0, (Liszkay et al., 2003).

2. Peroxidasa (Fe'"") + RSH — Peroxidasa (Fe') + RSSR

3. Peroxidasa (Fe') + O, — Peroxidasa (Fe"-0-0)

4. Peroxidasa (Fe"") + -O,” — Peroxidasa (Fe'"-0-O)

5. Peroxidasa (Fe'-0-0) + H,O — Peroxidasa (Fe'V=0) + H,0,

6. Peroxidasa (Fe'-0-0) + RSH — Peroxidasa (Fe'") + RSSR + H,0,

2.3.1.3 Oxalatoxidasy
U nékterych jednodéloznych a dvoud€loznych rostlin byly nalezeny exocelularni
oxalatoxidasy (EC 1.2.3.4), které katalyzuji oxidaci §tavelanu dle rovnice 7 a jsou

strukturné podobné germinu, coz je proteinovy marker kliceni semen pSenice.
7. HOOC-COOH + 0, +2 H" — 2 CO; + H,0;

Nékteré houbové patogeny (napi. Sclerotinia sclerotiorum) pii napadeni rostliny
sekretuji kyselinu $tavelovou, kterd vytvaii vhodné prostfedi pro ¢innost houbovych
enzyml degradujicich bunéfnou sténu. Oxalatoxidasy kyselinu rozlozi za tvorby
peroxidu vodiku (Bolwell a Wojtaszek, 1997). Rostliny obsahujici oxalatoxidasu jsou
vice resistentni proti patogenu S. sclerotiorum (Davidson et al., 2009). Oxalat muze

pochazet také z vakuol poskozenych patogenem.
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2.3.1.4 Aminoxidasy, polyaminoxidasy
Aminoxidasy (EC 1.4.3.6) a polyaminoxidasy (1.5.3.11), které se hojné vyskytuji
u rostlin z ¢eledi lipnicovitych a bobovitych, katalyzuji reakci dle rovnice 8, vyskytuji

se také v apoplastu.
8. RCHy;NH; + O, + H,O — RCHO + NHz + H,0,

Aminoxidasy jsou homodimery s atomem médi a chinonovym kofaktorem v kazdé
podjednotce. Polyaminoxidasy obsahuji jako kofaktor FAD. Jako substraty vétSinou
slouzi biogenni aminy spermin, spermidin, kadaverin a putrescin. Byla prokazana tiloha
téchto oxidas pifi abiotickém stresu, mechanickém posSkozeni rostliny a také pfi
napadeni patogenem (Angelini et al., 2010). U tabakovych bun¢k oSetienych elicitinem
kryptogeinem bylo pozorovano zvyseni aktivity polyaminoxidas a narGst produkce
H,O, doprovazené programovanou bunécnou smrti (PCD). Po pfidani inhibitoru

syntézy polyamint doslo k potlaceni produkce H,O, a PCD (Yoda et al., 2006).

2.4 Reaktivni formy dusiku

Mezi reaktivni formy dusiku (RNS) je fazen oxid dusnaty (NO) a produkty, které
vznikaji jeho reakci s reaktivnimi formami kysliku. Takovym produktem muze byt
napiiklad nitrosoniovy kationt (NO™), nitroxylovy aniont (NO), peroxodusitan
(ONOO)), oxid dusity (N203) a oxid dusicity (NO,), viz tabulka 4 (Hill et al., 2010).

Tabulka 4: Reaktivni formy dusiku (pfevzato z Hill et al., 2010).

Reaktivni forma Funkéni Poznamka
dusiku vzorec

Oxid dusnaty NO Nenabity volny radikal

Nitroxylovy aniont NO Nabita redukovana forma NO, vystupuje jako
nukleofil

Nitrosoniovy kationt NO* Oxidovana forma NO, pfi neutralnim pH
neexistuje (reaguje s vodou)

Dusitan NO, Produkt reakce NO s O,, v pfitomnosti Zeleza
muze byt opét redukovan na NO

Dusi¢nan NO;’ Nereaktivni oxida¢ni produkt NO

Oxid dusity N,Os Nitrosylac¢ni ¢inidlo, znika reakci NO a O,

Oxid dusny N.O Rajsky plyn

Oxid dusicity NO, Silné oxidac¢ni a nitra¢ni ¢inidlo, volny radikal

Peroxodusitan ONOO’ Nitra¢ni ¢inidlo, vznika reakei NO a O,

Peroxodusi¢nan O,NOO Vznika reakci NO, a superoxidu

Nitrosoperoxouhli¢itan ~ ONOOCO,’ Vznika reakci CO, a peroxodusitanu, velmi kratka
zivotnost

Hydroxylamin NH,OH Produkt nitroxylové reakce

Amoniak NH3 Odpadni produkt metabolismu
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2.4.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je bezbarvy plyn sjednim neparovym elektronem vz orbitalu. Je to
lipofilni radikal schopny voln¢ difundovat pfes membrany, funguje jako endogenni
signalni molekula za fyziologickych i stresovych podminek. Oxid dusnaty reaguje
Vv extracelularnim 1 intracelularnim prostoru s celou fadou makromolekul, je vyznamné
zapojen V posttranslacnich modifikacich proteind, kdy se vaze na kovova centra,
zpusobuje S-nitrosylaci thiolovych skupin a nitraci tyrosinu (Corpas et al., 2011).
U zivocicht slouzi jako mediator V procesech apoptosy, zanétlivé reakce
a neurotransmise. V rostlinach byla prokazana jeho vyznamna uloha pii kliceni, ristu,
senescenci, bunééné smrti, reakci na sucho, produkci ethylenu, zavirani priducht

a resistenci proti patogentim (del Rio, 2011).

2.4.1.1 Produkce NO

Zivodichové  produkuji  oxid dusnaty piedeviim enzymem NOsynthasou
(EC1.14.13.39). Tento homodimerni enzym obsahujici hemovou skupinu
je oxidoreduktasa, ktera katalyzuje dvoukrokovou oxidaci L-argininu na L-citrulin a NO
za pritomnosti kysliku (rovnice 9 a 10). Pro reakci jsou potiebné kofaktory NADPH,
FAD, FMN, tetrahydrobiopterin, ca* ionty a kalmodulin (Alderton et al., 2001).

9. L-arginin + NADPH + H" + O, — N-hydroxy-L-arginin + NADP* + H,O
10. N-hydroxy-L-arginin + 4 NADPH + ' H* + O, — L-citrulin + NO + H,0O

Ve vyssich rostlinach se nepodatilo nalézt gen ¢i protein homologni s ZivocisSnou
NOsynthasou (NOS). V tadé rostlinnych druhi vSak byla zjisténa L-arginin dependentni
NOS aktivita v peroxisomech a mitochondriich za tcasti stejnych kofaktort
(Corpas et al., 2009). V Arabidopsis thaliana byl nalezen enzym se sekvenci podobnou
proteinu, ktery je zapojen v produkci NO u hlemyzdé¢ zahradniho. Tento enzym vsSak
nevykazoval NOS aktivitu, proto byl pojmenovan jako NOAl - NO associatedl
(Crawford et al., 2006). NOAL1 je ve skutecnosti chloroplastova GTPasa zodpovédna
za spravné slozeni ribosomu a jeho stabilitu. Vyfazeni genu pro NOAI vede
k chybnému vazani ribosomi, coz se projevuje zvysenou produkci ROS a oxidovanych
lipida, které reaguji s NO a tim redukuji akumulaci NO v rostliné (Moreau et al., 2008).
Knockoutovani genu pro NOAL1 je tedy vhodné pro studium ulohy oxidu dusnatého
napiiklad pii obranné reakci proti patogenim (Asai et al., 2008). Po napadeni rostliny

A.thaliana a tabaku patogenem vykazoval NOS aktivitu P protein, ktery byl tedy
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oznacen jako patogenem indukovand NOS (iNOS). P protein je soucdsti
mitochondrialniho glycindekarboxylasového enzymového komplexu, ktery katalyzuje
rozklad glycinu vznikajiciho pfti fotorespiraci (Chandok et al., 2003). Vysledky této
studie byly nereprodukovatelné, P protein byl poté jako enzym s potencidlni NOS
aktivitou zavrzen (Moreau et al., 2008). Rostlinny enzym s NOS aktivitou tedy dosud
nebyl identifikovan.

Zdrojem NO v rostlinach je také nitratreduktasa (NR, EC 1. 7. 99. 4) lokalizovana
V cytosolu, ktera primarné katalyzuje redukci dusi¢nanového aniontu na dusitanovy
za pritomnosti NAD(P)H. Enzym muze také katalyzovat redukci dusitani na NO
(rovnice 11), ve vétsi mife vSak tato reakce probihd pii vysokych koncentracich
dusitant a pfi nedostatku kysliku a svétla. NR produkuje NO v fadé procesti, mimo jiné

i pfi obranné reakci rostlin (Yu et al., 2014)
11. NAD(P)H + 3 H30" + 2 NO,” — 2 NO + 5 H,0 + NAD(P)*

Nitrit-NOreduktasa (Ni-NOR) je enzym vazany na cytoplazmatickou membranu,
vyskytuje se zejména VvV  kofeni, produkuje NO  redukci  dusitani.
Xanthinoxidasa/dehydrogenasa (XDH) katalyzuje tvorbu NO za pfitomnosti substratu
xanthinu a dusitanu. Hemové proteiny cytochrom P450, hemoglobin a katalasa vytvareji
NO oxidaci N-hydroxy-L-arigininu  kyslikem, resp. kumylhydroperoxidem
(Misra et al., 2011).

Neenzymaticky je NO produkovan mnoha procesy. Vznika reakci peroxidu vodiku
a L-argininu, dale také oxidaci oxidu dusného pii nitrifikacnich a denitrifikac¢nich
procesech. Redukci dusitanti kyselinou askorbovou pii kyselém pH vznika kyselina
dehydroaskorbova a NO. Kyselé pH v apoplastu zpusobuje také samovolnou dismutaci
dusitantl na dusi¢nany a NO. Vlivem svétla jsou karotenoidy schopny redukovat oxid
dusi¢ity na NO (del Rio et al., 2004).

2.4.1.2 Odbouravani NO

NO je odbouravan fadou mechanismi, ve kterych jsou Casto zapojeny reaktivni formy
kysliku jako napiiklad superoxid (Obr. 7). NO muze byt také oxidovan kyslikem
na dusitany a dusi¢nany, které jsou substratem pro nitratreduktasu (NR) produkujici
opét NO. S-nitrosylaci redukovaného glutathionu vznika S-nitrosoglutathion (GSNO).
Redukovany glutathion je tripeptid (y-glutamylcysteinylglycin), ktery se bézné

vyskytuje v organismech v pomérné vysokych koncentracich (2 az 3 mmol/l) jako jeden
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z antioxidanti. GSNO slouzi jako zasobarna NO v organismu a V transnitrosylacnich
reakcich vystupuje jako donor NO. Koncentrace GSNO je regulovdna enzymem
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR), ktery katalyzuje redukci GSNO na GSSG
a amoniak a ktery hraje dtilezitou roli pfi obrannych reakcich rostlin. Vyznamna je také
interakce NO s hemovymi proteiny; hemoglobin dokaze katalyzovat jeho NAD(P)H-

dependentni pfeménu na dusi¢nany (Wilson et al., 2008).

OONO-
Peroxodusitan NO,- NO,~
+O; +0O
NO
Odbouravani
Hemoglobin + Glutathion
+ NAD(P)H 3
: GSNO
NO3' \ GSNOreduktasa
GSSG + NH,

Obr. 7: Odbouravani NO. ROS mohou reagovat s NO za vzniku peroxodusitanu. Molekularni
kyslik zptisobuje jeho oxidaci na dusitany ¢i dusi¢nany. NO je odbouravan NAD(P)H-
dependentni reakci pomoci hemoglobinu. Vyznamnym enzymatickym reguladtorem koncentraci
NO je S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR), ktera redukuje GSNO na GSSG a NH;
(ptevzato z Wilson et al., 2008).
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2.4.2 S-nitrosylace

Bioaktivita NO a RNS spocivéa predevSim v jejich schopnosti reagovat se specifickymi
atomy proteini za vzniku kovalentnich modifikaci. Jednou z nejvyznamnéjSich
modifikaci je S-nitrosylace, kdy dochézi k reakci atomu cysteinové ¢i homocysteinové
siry soxidem dusnatym za vzniku S-nitrosothioli. Priubéh reakce je typicky
elektrofilnim atakem nitrosoniového kationtu na thiolovou skupinu (rovnice 14).
Pro vznik nitrosoniového kationtu je zapotfebi molekularni kyslik jako akceptor
elektrontt (rovnice 12), kdy dale vznika oxid dusity jako nestabilni intermediat

(rovnice 13).

12.2NO + O, — 2 NO,
13. NO, + NO — N,03 = "ON...NO,
14. *ON...NO, + RSH — RSNO + HNO,

Reakci mohou katalyzovat proteiny jako ceruloplasmin a hemoglobin. K S-
nitrosylaci jsou nachylna cysteinova residua s nizkym pK,. Vznikajici S-nitrosothioly
mohou byt katabolizovany za ucasti enzymi  xantin/xantinoxidas, -
glutamyltranspeptidas, glutathionperoxidas, superoxiddismutas a S-

nitrosoglutathionreduktas (Gaston et al., 2003).

2.4.2.1 Uloha S-nitrosylace p¥i obranné reakci rostlin

S-nitrosylaci je vyznamné ovlivnéna aktivita RBOH (Obr. 8). NO se prostfednictvim S-
nitrosoglutathionu (GSNO) vazZe na residuum Cys890. Tento cystein se nachazi pobliz
residua Phe921, které je klicové pro navazani kofaktoru FAD, ktery transportuje
elektrony z NADPH. S-nitrosylace zabrani vazani kofaktoru, coz vede ke snizeni
aktivity RBOH a snizeni produkce ROS. Tim dochazi k regulaci bunééné smrti pfi

pozdni fazi hypersenzitivni reakce (Yun et al., 2011).
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Obr. 8: Regulace aktivity RBOHD (respiratory burst oxidase homologue D) prostiednictvim
S-nitrosylace. RBOHD je hlavnim zdrojem ROS pfi oxidativnim vzplanuti po napadeni
patogenem. Mechanismus regulace aktivity NADPH oxidas S-nitrosylaci je konzervovan
u rostlin i zivo¢ichti. Mira S-nitrosylace Cys890 je nepiimo kontrolovana aktivitou enzymu
AtGSNORL1- A. thaliana S-nitrosoglutathionreduktasa 1 (pfevzato z Yu et al., 2014).

Piisobeni NO je uzce spjato se signalni funkci fytohormonu kyseliny salicylové (SA).
SA je zodpovédna za lokalni i systematickou obranou reakci u rostlin. Muze spoustét
influx Ca®* ionti, aktivuje mitogen-aktivovanou proteinkinasu SIPK, produkci ROS,
indukuje hypersenzitivni reakci a expresi genl spojenych s patogenesi. SA se vaze
na fadu proteinid spojenych s imunitou rostliny a moduluje tak jejich aktivitu. Takovym
proteinem je naptiklad SABP3 (Salicylic acid-binding protein 3), ktery po navazani SA
vykazuje karbonatanhydratasovou aktivitu potiebnou pro syntézu lipida. SABP3
je klicovy pro vytvoreni resistence rostliny (Slaymaker et al., 2002). NO zpisobuje
S-nitrosylaci residua Cys280, zabranuje tim navazani SA a zastavuje katalyticky Gc¢inek
proteinu (Obr. 9). S-nitrosylace tedy pusobi jako negativni zpétna vazba pii vzniku
resistence (Yu et al., 2014).

Mechanismem S-nitrosylace je ovlivnéna aktivita proteinu NPR1, hlavniho
regulatoru imunitni odpovédi rostlin (Obr. 9). NPR1 (Non-expresser of pathogenesis-
related genes 1) je cytosolarni protein, ktery se za fyziologickych podminek vyskytuje
piredevsim v oligomerni formé, kdy jsou jednotlivé monomerni jednotky spojeny
disulfidickymi mustky. Pfi napadeni rostliny patogenem dochédzi k oxidativnimu
vzplanuti, které je doprovazené zvySenou produkci SA a aktivitou antioxidacnich
systémil. Antioxidanty zplsobuji redukci disulfidickych mustkt, odStépované

monomery NPR1 putuji zcytoplasmy do jadra, kde jako koaktivatory zplsobuji
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nadexpresi SA-dependentnich geni spojenych s patogenesi (Fu a Dong, 2013). NO
zpusobuje S-nitrosylaci residua Cys156, ¢imz podporuje tvorbu oligomerniho NPR1,
coz naopak reguluje expresi gend (Tada et al., 2008).

Pfi napadeni patogenem dochazi také k S-nitrosylaci Peroxiredoxinu Il E (PrxIIE).
Ten je schopny preménovat toxicky peroxodusitan na dusitan, S-nitrosylace tohoto
proteinu vede K zastaveni detoxifika¢ni aktivity, akumulace peroxodusitani pak

indukuje programovanou bunéénou smrt, viz obr. 9 (Romero-Puertas et al., 2007).

° ONOO-

NPR1
NPR1 = NPR1 SABP3 SNO PrxlIE
MPR1 )
NO,"
NO NO NO
P PrxllE |SNO
NPR1 SABP l
H.CO CO,+H.0
7 o 4 onoo
Signalizace obranné reakce Regulace programované bunécné smrti

Obr. 9: Role NO a S-nitrosylace pfi imunitni odpovédi a patogenem spusténé bunécéné smrti.
S-nitrosylace NPR1 reguluje homeostdzu mezi jeho oligmerni a monomerni formou
Vv cytoplasmé, pouze monomerni forma muze vstupovat do jadra a aktivovat expresi gent. S-
nitrosylovany SABP3 neni schopen vazat kyselinu salicylovou a nevykazuje
karbonatanhydratasovou aktivitu potiebnou pro ustaveni resistence. S-nitrosylovany
peroxiredoxin II E neni schopen detoxifikace, akumulace peroxodusitanu vede k indukci
programované bunééné smrti (pfevzato z Yu et al., 2014).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Absolute qPCR SYBR Green ROX Mix (Thermo Fisher Scientific, USA), Agarosa
(SERVA, Némecko), akrylamid/bis-akrylamid (AA/BIS, Sigma-Aldrich, USA), 3"-(p-
aminofenyl)fluorescein (APF, Enzo Life Sciences, USA), 4-Amino-5-methylamino-
2", 7"-difluorofluorescein ~ (DAF-FM,  Sigma-Aldrich, Némecko), 4-Amino-5-
methylamino-2',7'-difluorofluoresceindiacetat ~ (DAF-FM DA, Sigma-Aldrich,
Némecko), barvici roztok BCIP/NBT (Sigma-Aldrich, Némecko), Color Tag DNA
Polymerase (EURx, Polsko), D-mannitol (Lach-Ner, Ceska republika), 2',7'-
dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H,DCFDA, Thermo Fisher Scientific, USA),
dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, Indie), elicitiny (infestin, kryptogein, olignadrin,
Ustav Biochemie MU, Brno), fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF, Sigma-Aldrich,
Némecko), GelRed™ (Biotium, USA), GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit
(EURx, Polsko), Heat shock protein70 rekombinantni lidsky (Sigma-Aldrich,
Némecko), 3’-(p-hydroxyfenyl)fluorescein (HPF, Enzo Life Sciences, USA), chlorid
véapenaty (CaCl,, Lach-Ner, Ceska republika), HyperLadder 50 bp (Bioline, USA), L-
glutamin (LOBA CHEMIE, Rakousko), 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Japonsko),
MES-hydrat (Sigma-Aldrich, USA), monoklonalni protilatka proti Hsp70 produkovana
vmysi (Simga-Aldrich, Némecko), Murashige-Skoog médium s vitaminy dle
Gamborga (Sigma-Aldrich, USA), peroxodisiran amonny (APS, Sigma-Aldrich,
Némecko), N,N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED, BIO RAD, USA),
resazurin (Sigma-Aldrich, USA), sacharosa (Sigma-Aldrich, USA), sekundarni anti-
mysi protilatka znacend alkalickou fosfatasou (Cell Signaling, USA), siran draselny
(LACHEMA, Ceské republika), susené mléko nizkotuéné (Sigma-Aldrich, Némecko),
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Svycarsko), Tween 20 (Sigma-
Aldrich, USA).

3.2 Vybaveni

Analytické vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA), automatické pipety
(Eppendorf, Némecko), elektroforeticky systém Mini PROTEAN Tetra Cell (BIO RAD,
USA), elektroforeticky systém SafeBlue (Major Science, USA), Gel Doc EZ System
(BIO RAD, USA), chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko), laminarni box

Bioban-48 (Vetrotecnica, Italie), magneticka michacka (IKA, Némecko), minitiepacka
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3-D (BIOSAN, Litva), parni sterilizator (Tuttnauer, Némecko), pH metr WTW 526
(inoLab, Némecko), pfedvazky (KERN, Némecko), sucha inkubac¢ni lazen (Major
Science, USA), termocyklér gradientovy T100 (BIO RAD, USA), termocyklér CFX96
a analyzator CFX Touch Real-Time (BIO RAD, USA), Trans-Blot Turbo Transfer
Systém (BIO RAD, USA), tfepacka chlazena stolni INNOVA (Eppendorf, Némecko),
vakuova vyvéva D-lab (Edwards, USA), vortex V-1 plus (BIOSAN, Litva).

3.3 Rostlinny material

Pii experimentech byla pouzita suspenzni kultura bunék Nicotiana tabacum L. cv.
Xanthi. Tabakové buriky byly kultivovany na tfepacce pfi teploté 24 °C, svételném
rezimu 24 h den, s intenzitou tfepani 170 rpm. Pro kultivaci bunék bylo pouzito tekuté
Murashige-Skoog médium ptipravené dle tab. 5 (Murashige a Skoog, 1962). Ptipravené
médium bylo vzdy rozlito do Erlenmeyerovych banék po 100 ml a autoklavovano.
Pti pasdzovani bun¢k v lamindrnim boxu doslo k ptevedeni 8 ml 7 dni staré suspenzni
kultury do cerstvého média. Experimenty byly provadény s bunkami az ctvrty den

po pasazovani, kdy se bunécna suspenze nachézela v exponencialni fazi ristoveé kiivky.

Tabulka 5: Navod na pfipravu 1 | Murashige-Skoog média s piidavkem hormont

(pH=55-57).

Slozka MnoZstvi
Smés Murashige-Skoog medium s vitaminy dle Gamborga 4,44
Glutamin 200 mg
Sacharosa 30g
Zasobni roztok kinetinu (100 mg/1) 1ml
Zasobni roztok 2,4-D (220 mg/l) 0,8 ml
Zasobni roztok vitamind (panthotenat vapenaty 300 mg/l, glycin 200 mg/l, 10 ml

Kyselina listova 50 mg/1, biotin 5 mg/1)

Pokud neni uvedeno jinak, z bunééné suspenze bylo pfed samotnym experimentem
pomoci Biichnerovy ndlevky odsato kultivaéni médium. Builky byly zvaZeny
na predvazkach a smichany s ekvilibra¢nim médiem (tab. 6) v poméru 1g bun¢k : 10 ml

ekvilibra¢niho média.

Tabulka 6: Slozeni ekvilibraéniho média. Uvedena mnozstvi jednotlivych slozek slouzi pro
pripravu 1 1 ekvilibratniho média (pH = 5,8).

SloZzka Mnozstvi
Mannitol 329
CaCl, 74 mg
K2804 87 mg
MES-hydrat 390 mg
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3.4 Elicitiny

V experimentech byly pouzity elicitiny infestin, kryptogein a oligandrin, které byly
pfipraveny jako rekombinantni proteiny a poskytnuty Ustavem biochemie PfF MU
v Brné. Zasobni roztoky elicitini byly aplikovany tak, aby jejich vysledna koncentrace

V bunécné suspenzi byla 5 nmol/l.
3.5 Metody

3.5.1 Stanoveni produkce ROS a RNS pomoci fluorescenc¢nich sond
Pracovni roztoky fluorescencnich sond byly pfipraveny vzdy tésné pfed experimentem
smisenim zasobniho roztoku fluorescenéni sondy a ekvilibratniho média tak,
aby vysledna koncentrace byla 200 pmol/l. Ke 100 pl buné¢né suspenze v jamkach
mikrotitra¢ni desticky byly pfidany roztoky elicitini (vysledna koncentrace 5 nmol/l)
a poté roztoky fluorescenénich sond tak, ze jejich vysledna koncentrace v suspenzi byla
8 umol/l. Byl stanoven fluorescencni signal pti vinovych délkach excitace/emise, které
jsou specifické vzdy pro danou pouzitou sondu. Bylo provedeno celkem 19 méfeni
Vv pétiminutovych intervalech.

Pro stanoveni produkce ROS byla pouzita sonda H,DCF DA, coZz je nepolarni
sloucenina, kterd difunduje pfes cytoplazmatickou membranu bunék. V cytoplazmé
je deacetylovana buné¢nymi esterasami za vzniku polarni slou¢eniny H,DCF, ktera ptes
membrany neprostupuje. Tento produkt je dale oxidovan intraceluldrnimi ROS
za vzniku fluoreskujici slouc¢eniny DCF. Tato sonda reaguje nespecificky s celou fadou
ROS. VInové délky excitace/emise jsou 490/515 nm (Crow, 1997).

Sondy APF a HPF slouzi pro specifickou detekci vysoce reaktivnich forem kysliku
(hROS), mezi které patti peroxodusitanovy a chlornanovy anion a také hydroxylovy
radikal. Sonda HPF s chlornanovym aniontem nereaguje, proto se tyto sondy casto
vyuzivaji soucasné. VInové délky excitace/emise jsou 490/515 nm. APF i HPF jsou
ve srovnani s jinymi fluorescen¢nimi sondami vice fotostabilni (Setsukinai et al., 2003).

Produkce NO byla stanovena pomoci sond DAF-FM DA a DAF-FM. Jedna se
o fluorované derivaty fluoresceinu, které jsou v porovnani s Casto pouzivanymi
slouceninami DAF-2 resp. DAF-2 DA vice fotostabilni (Kojima et al., 1998). VInové

délky excitace/emise jsou 495/515 nm.
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3.5.2 Stanoveni viability tabakovych bunék

Zivotnost byla stanovena spektrofotometrickou metodou, kterd vyuZiva netoxického
redoxniho indikatoru resazurinu (Alamar Blue). Modie zbarveny resazurin
je metabolicky aktivnimi buiikami redukovan na rtuzovy resorufin, ktery fluoreskuje.
Poskozené ¢i usmrcené bunky vykazuji snizenou metabolickou aktivitu a poskytuji tak
slabsi fluorescencni signal. Resazurin je redukovan intracelularnimi reduktasami
a elektronovym transportnim fetézcem v mitochondriich.

Kbunkam v Murashige-Skoog médiu byly pfidany jednotlivé elicitiny.
Do eppendorfek bylo odebrano 180 ul takto oSetiené bunécné suspenze, dale ptidano 20
ul zasobniho roztoku resazurinu. Jako blank slouzilo ¢erstvé Murashige-Skoog médium
s pfidavkem resazurinu. Vzorky byly jemné promichany a inkubovany 2 hodiny
V termostatu ve tmé pii teploté 24 "C. Poté probéhla sonifikace vzorkli na vodni lazni
(5 minut) a centrifugace (10 minut pfi 15000 g). 170 ul supernatantu bylo pievedeno
do jamek mikrotitracni desticky uréené pro meéfeni fluorescence. MikrodestiCkovy
reader poté zaznamenal fluorescencni signdl v jamkach pifi nastaveni vinové délky

pro exitaci/emisi 560/590 nm (Byth et al., 2001).

Zasobni roztok resazurinu: koncentrace 0,15 mg/ml v destilované vode¢.

3.5.3 Extrakce proteini

Ke 300 mg zmrazenych tabakovych bunék (ziskanych po odsati kultivaéniho média)
bylo ptidano 300 ul extrakéniho pufru. Bunky byly za stalého chlazeni na ledu
rozetfeny pomoci plastového tloucku Vtieci misce. Vzorky byly centrifugovany
20 minut pfi teplot¢ 4 °C a zrychleni 16000 g. Extrakt byl pfeveden do novych

eppendorfek a uchovan pii teploté -80 °C nebo déle zpracovan.

Extrakcni  pufr: 50 mmol/l Tris, 0,2% (v/v) Triton X-100, 2 mmol/l DTT
a Immol/l PMSF.

3.5.4 Stanoveni celkovych proteinti Bradfordovou metodou

Do jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce bylo postupné ptidano 45 ul destilované vody, 5 ul
vzorku proteint nebo standardu hovéziho sérového albuminu (BSA) a 200 pl
Bradfordova c¢inidla, které bylo pfipraveno zifedénim zasobniho roztoku Coomasie
Brilliant Blue G-250 destilovanou vodou v poméru 1:4. Po 10minutové inkubaci byla

meéfena absorbance na mikrodestickovém readeru pii vlnové délce 595 nm; vzorky
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I standardy byly méfeny v duplikatu. Kalibracni kiivka byla sestrojena z hodnot
absorbanci standardi BSA v koncentra¢ni fadé 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 a 1,6
mg/ml. (Bradford, 1976).

Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue: 50 mg Coomasie Brilliant Blue G-250, 25 ml

95% methanol, 50 ml 85% kyselina fosfore¢na.

3.5.5 SDS-PAGE

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu za pouziti detergentu SDS (dodecylsiran
sodny) slouzi k separaci proteinti na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti.

Délici 10% a zaostfovaci 4% gel byl ptipraven dle tab. 7. Peroxodisiran amonny
(APS) je iniciatorem polymerace a proto byl pfidan jako posledni slozka media.
Po probéhnuti polymerace (20 minut pro kazdy gel) byly skla sgely vlozeny
do elektroforetické komory a zality elektrodovym pufrem. Poté byly do jamek gelu
aplikovany vzorky a standard pro Hsp70. Zaostieni proteinii v gelu probihalo 20 minut
pii napéti 110 V, déleni pak ptiblizné¢ 60 minut pii napéti 180 V. Pro stanoveni
produkce Hsp70 byl jako standard pouzit lidsky rekombinantni Hsp70 (0,2 ug/ul).

Ptiprava vzorkl: Extrakty proteind byly smichany se vzorkovacim pufrem v poméru
3:1 a zahfivany v suché inkubaéni lazni pii 100 °C po dobu 10 minut. Rekombinantni
Hsp70 byl upraven obdobné. Vzorky byly do jamek aplikovany ve stejnych objemech
(25 ul) nebo vobjemech odpovidajicich stejnému mnozstvi  proteind.

Standard pro Hsp70 byl aplikovan v mnozstvi 4 pl (tj. 0,2 png proteinu).

Vzorkovaci pufr: 0,125 mol/l Tris/HCI, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 5%
merkaptoethanol, 0,02% bromfenolova modft, pH = 6,8
Elektrodovy pufr: 0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin, 0,1% SDS, pH = 8,3

Tabulka 7: Piedpis pro ptipravu zaostiovacich a délicich gelt. Uvedené objemy (ml) slouzi
pro piipravu dvou geli o tloustce 1,5 mm.

Gel AA/BIS APS H,O SDS TEMED 15M 0,5 M Tris/HCI
Tris/HCI (pH =6,8)
(pH=838)

4% 1,95 0,15 9,15 0,15 0,015 3,75

Zaostirovaci

10% 4,95 0,15 6,15 0,15 0,015 3,75

délici
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3.5.6 Western Blot

Pro ptenos proteinll na nitrocelulosovou membranu byla vyuZita semi-dry varianta této
metody. Filtra¢ni papiry, nitrocelulosova membrana a polyakrylamidovy gel po SDS-
PAGE byly namoceny v blotovacim pufru a umistény na kazetu pfistroje Trans-Blot
Turbo Transfer Systém a to v poradi 2x filtra¢ni papir, membrana, gel, 2x filtra¢ni papir.
Blotovani probihalo 10 minut pii napéti 25 V a proudu 1,3 A. Pro ovéfeni prenosu
proteini byla membrana inkubovana 4 minuty v barvivu Ponceau S. Membrana byla
nékolikrat promyta destilovanou vodou a vyfotografovana. Poté byla membrana
inkubovana 2 hodiny v blokovacim pufru. Nasledovala inkubace ptes noc pii 4 °C
S primarni mysi protilatkou proti Hsp70 fedénou v poméru 1:500 s blokovacim pufrem.
Po odstranéni primarni protilatky byla membrana promyta tiikrat ¢erstvym promyvacim
pufrem po 20 minutach. Po poslednim promyti byla membrana inkubovana 90 minut
se sekundarni anti-mysi protilatkou znacenou alkalickou fosfatasou, ktera byla fedéna
blokovacim pufrem v poméru 1:5000. Poté byla membrana opét tfikrat promyta.
Nakonec byla inkubovana 5 minut se 4 ml roztoku BCIP/NBT. Po vizualizaci banda byl
roztok odlit, membrana oplachnuta destilovanou vodou a vyfotografovana pfistrojem
Gel Doc™ EZ Imager (BIO RAD). Bandy byly vyhodnoceny denzitometricky
v programu VisionWorks.

Blotovaci pufr: 0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3
Promyvaci pufr TTBS: 20 mmol/l Tris, 500 mmol/I NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20
Blokovaci pufr: 3% susené mléko (w/v) v TTBS

3.5.7 lzolace a purifikace RNA

Zmrazené tabakové buiky (300 mg) byly rozetieny ve sterilni tfeci misce. B€hem tieni
byla tieci miska neustale chlazena. Sterilni eppendorfky se 100 mg takto rozetienych
buné¢k byly znovu zamrazeny v tekutém dusiku.

Pro purifikaci a izolaci celkové RNA z tabakovych bunek byl pouzit GeneMATRIX
Universal RNA Purification Kit. Ke 100 mg tabakovych bunék bylo pfidano 100 ul RL
pufru a 200 pl LG pufru, ktery byl pfedtim smichan s f-merkaptoethanolem v poméru
1 ml : 10 pl. Vzorky byly centrifugovany 4 minuty pti 16000 g. Supernatant byl
preveden do nové, sterilni eppendorfky a k nému ptidano 200 pl RL pufru. Dale byl
supernatant pipetovan na specialni kolonku a centrifugovan 2 minuty pii 16000 g.

K eluatu bylo ptidano 300 ul ethanolu (96%), smés byla nanesena na kolonku vazajici
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RNA, ktera byla nasledné centrifugovana 1 minutu pti 11000 g. Dale bylo na kolonku
pipetovano 400 ul Wash DNI pufru a probéhla centrifugace 1 minutu pii 11000 g.
Po odliti eluatu bylo na kolonku aplikovano 50 pul DNR pufru, ktery obsahoval DNAsu
I. Kolonka s pufrem byla inkubovana 10 minut pfi laboratorni teploté. Enzym obsazeny
Vv pufru je schopen stépit molekuly DNA navazané na membrang, tim dojde ke zvyseni
Cistoty izolované RNA. Na kolonku bylo naneseno 400 ul Wash RB1 pufru a probéhla
centrifugace 1 minutu pii 11000 g. Kolonky byly dale dvakrat promyty a to nejprve
650 ul Wash RBW pufru (nasledovala centrifugace 1 minutu pfi 11000 g) a poté 350 ul
Wash RBW pufru (nasledovala centrifugace 2 minuty pti 11000 g). Na membranu
kolonky bylo naneseno 50 ul RNase-free vody. Po centrifugaci 1 minutu pii 11000 g
byla eluovana z kolonky RNA. Takto piipravené roztoky RNA byly uchovavany
pii teploté -80 °C.

3.5.8 Méreni koncentrace RNA

Koncentrace izolované RNA byla uréena méfenim absorbanci 2 ul vzorkt pii vinovych
délkach 260, 280 a 320 nm. Jako blank byla pouzita sterilni voda. Koncentrace byla
vypoctena z absorbance pii 260 nm. Pfi koncentraci 40 ug/ml RNA je absorbance

rovna 1.

3.5.9 Reverzni transkripce

Pro reversni transkripci mRNA na cDNA byl pouzit Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit (Roche). Nejprve byla pfipravena smés o celkovém objemu 11,4 pl,
ktera obsahovala 1 pg izolované RNA, 1 ul Anchored-oligo (dT)g primeru (50 umol/l)
a RNAse-free vodu. Smés byla inkubovana v termostatu pii teplot¢ 65°C po dobu
10 minut a poté chlazena na ledu. V dal§im kroku byla pfiddna smés pfipravena
dle tab. 8. Nasledovala inkubace 30 minut pti 45°C. Poté byla inaktivovana reverzni
transkriptasa inkubaci smeési pii 85°C po dobu 5 minut. Piipravena cDNA byla dale

uchovana pii -20 °C.

Tabulka 8: Slozeni reakéni smési aplikované k roztoku mRNA s anchored-oligo (dT),s primery.

Slozka Objem (ul) Vysledna koncentrace ve
smési s MRNA

5x Reaction Buffer 4 1x

Protector RNAse inhibitor (40 U/ul) 0,8 1,6 U/ul

dNTP mix (10 mmol/l kazdy) 2 1 mmol/l kazdy z dNTP

DTT (0,1 mol/l) 1 5 umol/l

Reverzni transkriptasa 1,1

Celkovy objem 8,9 -
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3.5.10 PCR
Pro tuto metodu byla vyuzita Color Tag DNA polymerasa (EURX). Ve sterilnich

eppendorfkach byly za stalého chlazeni na ledu piipraveny reakéni smési (tab. 9).
Polymerazova fetézova reakce probihala v termocykleru T100™ (BIO RAD)
dle protokolu uvedeného v tab. 10. Teplota navazani primert pro geny AOS, End/Hel,
GSNOR a PR-1a je 56 °C, u geni ACCS2, MYC2, PAL, RBOHD1 a RBOHD?2
pak 60 °C. Gen EF-1a ma optimalni teplotu annealingu 54 °C.

Tab. 9: Slozeni reakéni smési pro PCR.

Slozka Objem (ul) Findlni koncentrace
5x Pol. Buffer B 10 1x

dNTP mix (5mmol/l kazdy dNTP) 2 0,2 mmol/l (kazdy dNTP)
Forward primer (10 umol/l) 15 0,3 pmol/l

Reverse primer (10 umol/l) 1,5 0,3 umol/I

Color Tag DNA polymerasa (1 U/ul) 1,25 125U

cDNA 1 ---

Sterilni 2x destilovana voda 32,75 ---

Celkovy objem 50 —

Tab. 10: Protokol polymerazové fetézové reakce v piistroji T100™ Thermal Cycler.
Krok Teplota (°C) Cas (5) Pocet cykli
Aktivace enzymu 95 180 1

Denaturace 95 30 35

Navazani primert 54-60 30 35

Elongace 72 60 35

Finalni elongace 72 420 1

Chlazeni 4 00 1
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3.5.11 Agarosova elektroforéza

Agarosovy gel byl pfipraven rozpusténim 2 g agarosy ve 100 ml TBE pufru. Do gelu
bylo pied zatuhnutim pfidano 6 pl interkaladniho barviva GelRed™. Toto barvivo
slouzi ke zviditelnéni separovanych nukleovych kyselin. Na rozdil od casto
pouzivaného ethidiumbromidu je toto barvivo netoxické a vice citlivé. Po zatuhnuti byl
gel pfenesen do elektroforetické komory naplnéné TBE pufrem. Jednotlivé produkty
z PCR byly naneseny do jamek v objemu 18 ul. Jako marker molekulové hmotnosti byl
pouzit HyperLadder 50 bp (Bioline), ktery byl aplikovan vobjemu 4 pul.
Elektroforeticka separace probihala 40 minut pfi konstantnim napéti 90 V. Bandy byly

vyhodnoceny denzitometricky v programu VisionWorks.

TBE pufr: 89 mmol/l Tris, 89 mmol/l kyselina borita, 2 mmol/l EDTA

3.5.12 gPCR

Templatova ¢cDNA byla zfedéna sterilni vodou Vv poméru 1:1. Pro qPCR byl vyuzit
Absolute qPCR SYBR Green ROX Mix (Thermo Scientific, USA) obsahujici fluorescencni
barvivo SYBR Green a ROX. V jamkach desticky pro qPCR byly pfipraveny reakéni
smési (tab. 11). Teploty annealingu primerd pro geny EF-la, GSNOR, End/Hel
a RBOHD2 jsou uvedeny v kap. 3.5.10. Kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé geny byly
sestaveny z dat ziskanych méfenim templatové cDNA kontrolnich vzorkl ziedéné

vpoméru 1:1, 1:3, 1:7, 1:15 a 1:31.

Tab. 11: Slozeni reakéni smési pii qPCR.

SloZka Objem (ul) Vysledna koncentrace
2X Absolute gPCR SYBR Green ROX Mix 10 1X

Forward primer (3 pmol/l) 1,75 0,26 pmol/l

Reverse primer (3 pmol/l) 1,75 0,26 pmol/l
Templatova cDNA 1 ---

Celkovy objem 20 ---
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Vliv elicitinii na viabilitu tabakovych bunék

Pro stanoveni zivotnosti byla pouzita metoda vyuzivajici resazurin, ktery je
zivotaschopnymi a metabolicky aktivnimi bufikami redukovan na fluoreskujici resorufin
(Byth et al., 2001). Bunééna suspenze Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi oSetiena
oligandrinem vykazovala vyrazné¢ snizenou Zivotnost (obr. 10). Pokles zivotnosti byl
zaznamenan 1 v piipad€ aplikace kryptogeinu. Buniky oSetfené infestinem nevykazovaly
ve sledovanych ¢asech zmény ve viabilité. Tabakové bunky kultivované v Murashige-
Skoog médiu, které byly pouzity v experimentu, se nachazely v exponencialni fazi
ristu. Mirny narust signalu ve ¢tvrté hodin€ po aplikaci elicitini mtze byt spojen
s tvorbou novych, zivotaschopnych bunék.

Elicitiny jsou proteinové elicitory, které mohou zptlisobit hypersenzitivni reakci.
Jiz pti aplikaci 100 pmoli na rostlinu tabaku jsou schopny elicitiny t¥idy I vyvolat
vyraznou nekrosu, V piipadé elicitint tfidy lo je potfeba az stonasobné mnozstvi pro
vyvolani obdobné reakce (Fefeuetal., 1997). INF1 a oligandrin fadime mezi
la elicitiny (Huetet al., 1993; Picard et al., 2000a), kryptogein naopak patii mezi
I elicitiny (Panabieres et al., 1995). Schopnost vyvolat nekrosu rostlinnych bunék
je spojena s reziduem na pozici 13. Elicitiny Ia (pI = 4-5) maji na této pozici hydrofobni
valin; elicitiny I (pl = 7,5-8,5) jsou az stokrat vice nekroticky aktivni a na pozici
13 maji hydrofilni lysin (Fefeu et al., 1997; Ponchetet al., 1999). Nase vysledky
potvrzuji negativni vliv kryptogeinu, fazeného mezi elicitiny tfidy If, na Zivotnost
bunék, projevujici se na pletivu rostlin nekrotickym efektem spojenym s HR
(Bonnet et al., 1996, Pleskova et al., 2011, Dokladal et al., 2012). V diplomové praci
Jendrisakova (2015) pfi stanoveni zivotnosti metodou vyuzivajici fluorescein diacetat
(FDA) byl v casech 1 az 4 h po aplikaci kryptogeinu zaznamenan mnohem vyraznéjsi
pokles Zivotnosti tabakovych bunék. V piipadé infestinu (INF1), ktery je fazeny
do tiidy Ia, v souladu s jiz publikovanymi daty jsme nedetekovali v ¢asovém intervalu
laz4 h negativni efekt na zivotnost bunck. V souladu snasimi vysledky v praci
Uruma et al., 2009 nebyl pozorovan u suspenzni kultury tabakovych bunék v rané fazi
1 az 6 h vliv infestinu na bunécnou smrt, zvySend mira bunécné smrti byla zaznamenana
az 24 hodin po aplikaci 150 nmol/l INF1. Je zajimavé, Ze elicitin oligandrin, ktery je
rovné€z fazen mezi elicitiny t¥idy Ia, po aplikaci k suspenzi tabakovych bun¢k v nasich
experimentech vyznamné negativné ovlivnil Zivotnost bunék. V bakalaiské praci
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T. Jendrisakové (2013) byl stanovovan vliv oligandrinu na Zivotnost bunky pouze
Vv ¢asovém intervalu 6 az 24 h. V tomto ¢asovém intervalu nebyl detekovan negativni
vliv oligandrinu na zivotnost bun¢k.

V nasledujici studii bude nutné ovéfit vliv elicitinl na zivotnost bunék metodou
vyuzivajici FDA, pfipadné jinou vhodnou metodou s cilem jednozna¢né urcit vliv
elicitini na Zivotnost bun¢k a ziskat vysledky zatizené mensi chybou nez v ptipade

realizované metody s resazurinem.
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Obr. 10: Vliv elicitinti na Zivotnost tabakovych bun&k. Zivotnost byla sledovéna v ¢asech 0, 1,
2, 3 a 4 h po aplikaci elicitind. Koncentrace jednotlivych elicitini v suspenzi byla vzdy
5 nmol/l.
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4.2 Vliv elicitini na produkci ROS a RNS v tabakovych buiikach

U suspenzni kultury bunék N. tabacum L. cv. Xanthi byla sledovana produkce ROS
pouzitim sond H,DCF DA, APF a HPF. Produkce ROS byla métena v ¢ase 0-90 minut
po aplikaci elicitinti. Méfeni probihala v pétiminutovych intervalech.

Produkce nespecifickych ROS v intracelularnim prostoru bunc¢k byla stanovena
sondou H,DCF DA. Jedna se o nejpouzivangjsi Cinidlo pro detekci intracelularnich
ROS. U bun¢k osetfenych elicitiny byl pozorovan vyrazné vyssi rast produkce ROS
ve srovnani s kontrolnimi buikami (Obr. 11). Aplikace elicitind stimulovala produkci
ROS. Nejvétsi zmeény v produkci ROS byly detekovany po aplikaci infestinu. Efekt

kryptogeinu a oligandrinu byl srovnatelny.

=¢==hlank
== kontrola H,DCF DA

kryptogein
=>&=0ligandrin
=== infestin

w

Relativni zména produkce ROS
N
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Obr. 11: Relativni zména produkce ROS v zavislosti na ¢ase po aplikaci elicitini k suspenznim
kulturam tabaku detekovana s vyuzitim fluorescenc¢ni sondy H,DCF DA. Jako blank slouZzilo
ekvilibratni médium s pfidavkem pracovniho roztoku fluorescencni sondy; ke kontrolni
buné¢né suspenzi byla namisto elicitint pfidana destilovana voda. Pouzita koncentrace elicitind
byla 5 nmol/l.

Produkce vysoce reaktivnich forem kysliku (hROS) byla méfena pomoci sond APF
a HPF (Setsukinai et al., 2013). Sonda APF detekuje chlornanovy a peroxodusitanovy
aniont a hydroxylovy radikal. HPF s chlornanovym aniontem nereaguje. Pii pouziti
sondy APF byla pozorovana mirn¢ zvySena produkce hROS po aplikaci elicitinu
kryptogeinu (Obr. 12). Tabakové bunky osetfené oligandrinem vykazovaly mirné
snizenou produkci hROS v porovnani s kontrolnimi vzorky. Po aplikaci infestinu byla
detekovana vyrazné snizena produkce hROS.

V piipadé pouzit¢ sondy HPF byl zaznamenan vyraznéjsi rast signalu ptiblizné

50 minut po zacatku experimentu (Obr. 13). Kryptogein stimuloval bunky k produkci
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hROS. Suspenze s oligandrinem a infestinem vykazovaly naopak vyznamné snizenou

schopnost produkce hROS v porovnani s kontrolnim experimentem.

10
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Obr. 12: Relativni zména produkce hROS v zavislosti na ¢ase po aplikaci elicitini
k suspenznim kulturam tabaku detekovana s vyuzitim fluorescenéni sondy APF. Jako blank
slouzilo ekvilibra¢ni médium s pfidavkem pracovniho roztoku fluorescencni sondy; ke kontrolni
bunééné suspenzi byla namisto elicitind ptidana destilovana voda. Pouzita koncentrace elicitinii

byla 5 nmol/l.

6

o1

I

N

Relativni zména produkce hROS
= w

o

=¢=hlank
== kontrola
==fe=Kryptogein
== 0ligandrin
== infestin

HPF

o

10 20 30 40 50 60

Cas [min]

80 90

Obr. 13: Relativni zména produkce hROS v zavislosti na ¢ase po aplikaci elicitind k suspenznim
kulturdm tabdku detekovand s vyuzitim fluorescencni sondy HPF. Jako blank slouZzilo
ekvilibraéni médium s pfidavkem pracovniho roztoku fluorescen¢ni sondy; ke kontrolni
bunééné suspenzi byla namisto elicitind pfidana destilovana voda. Pouzita koncentrace elicitinti

byla 5 nmol/l.
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K sledovani produkce intracelularniho NO byla pouzita sonda DAF-FM DA. Sonda
DAF-FM DA po vstupu do buiiky reaguje s RNS po odstépeni diacetatu bunécnymi
esterasami (Kojima et al., 1998). Po aplikaci vSech testovanych elicitini byl
zaznamenan zvysSeny narust produkce NO oproti kontrole. Nejvétsi zmény byly

detekovany po aplikaci infestinu (Obr. 14).
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Obr. 14: Relativni zména produkce NO v zavislosti na ¢ase po aplikaci elicitinti k suspenznim
kulturam tabaku detekovana s vyuzitim fluorescencni sondy DAF-FM DA. Jako blank slouZzilo
ekvilibratni médium s pfidavkem pracovniho roztoku fluorescen¢ni sondy; ke kontrolni
bunééné suspenzi byla namisto elicitind pfidana destilovana voda. Pouzita koncentrace elicitinli
byla 5 nmol/l.

Produkce extracelularniho NO byla méfena sondou DAF-FM. V tomto piipadé¢ byla
detekovéana zvySena produkce NO pouze po aplikaci infestinu. Do 30 min po zahajeni
experimentu nebyl pozorovan vliv oligandrinu a kryptogeinu. Nasledné byla detekovana
snizena produkce NO po aplikaci kryptogeinu do bunééné suspenze. Oligandrin

produkci oxidu dusnatého vyznamné neovlivnil.
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Obr. 15: Relativni zména produkce NO v zavislosti na ¢ase po aplikaci elicitini k suspenznim
kulturam tabdku detekovand s vyuzitim fluorescentni sondy DAF-FM. Jako blank slouZzilo
ekvilibraéni médium s pfidavkem pracovniho roztoku fluorescenéni sondy; ke kontrolni
bunééné suspenzi byla namisto elicitind pfidana destilovana voda. Pouzita koncentrace elicitini
byla 5 nmol/l.

V souladu s nasimi vysledky byla detekovana zvySena produkce ROS v dusledku
aplikace kryptogeinu k tabakovym bunkam v praci Simon-Plas et al., 1997, stejny jev
byl zaznamenan i v fadé dalSich praci (Simon-Plas et al., 2002; Lherminier et al., 2009;
Dokladal et al., 2012). V diplomové praci Jendrisakova (2015) byl u tabakovych bun¢k
v intervalu 0-120 minut po aplikaci 5 nmol/l kryptogeinu naméfena zvySena produkce
ROS, hROS i NO. K méfeni byly pouzity stejné fluorescencni sondy jako v predlozené
praci. Suspenzni kultura tabakovych bun¢k BY-2 vykazovala zvySenou produkci
peroxodusitanu a dalSich hROS jiz 1 hodinu po aplikaci 50 nmol/l INF1, pozorovana
byla také nadprodukce superoxidového aniontu (Saito et al., 2006). U N. benthamiana
je po aplikaci INF1 rovnéZ pozorovana produkce ROS a NO (Asai et al., 2008).

Ve studii Yamamoto et al., 2004 byl prokazan vyrazny nardst produkce NO
u suspenzni kultury tabdku BY-2 po aplikaci 50 nmol/l infestinu a zaroven bylo
zjisténo, ze se oxid dusnaty podili na indukci bunééné smrti, vysledky potvrzuje i prace
Saito et al., 2006. V fad¢ piedchozich studii bylo prokazano, ze po aplikaci kryptogeinu
k bunécné suspenzi tabdku dochédzi k nejvetsi produkci NO okamzité, s maximem
v fadu nékolika jednotek minut (Lamotte et al., 2004, Planchet et al., 2006;
Foissner et al., 2000).
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4.3 Vliv elicitini na produkci Hsp70
Heat shock proteiny (Hsp) jsou vysoce konzervované proteiny, které jsou zodpovédné
za spravné skladani proteint. Konstitutivné exprimované Hsp70 proteiny jsou casto
zapojeny v procesu skladani de novo syntetizovanych polypeptidickych fetézch
a importu/translokace  proteinovych prekurzori. Neékter¢ formy Hsp70 jsou
exprimovany pouze, kdyz je organismus vystaven environmentalnimu stresu.
Ty se ucastni znovuslozeni proteint a degradace neaktivnich proteint (Frydman, 2001;
Wang et al., 2004). Ve studii Kanzaki et al., 2003 byla prokazana vyznamna uloha
cytosolarnich Hsp70 a Hsp90 pii hypersenzitivni reakci spusténé infestinem
u N. benthamiana. Rostliny, u kterych byly umléeny geny pro Hsp70 a 90,
nevykazovaly Zddné znamky HR ani 36 hodin po aplikaci INF1.

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo posoudit vliv elicitini na produkci
chaperontt Hsp70. Z obrazku 16 je patrné, Ze kryptogein zpisobil mirny pokles
produkce Hsp70. Je =zajimavé, ze naopak aplikace infestinu produkci Hsp70

stimulovala. Oligandrin signifikantné neovlivnil produkci Hsp70.
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Obr. 16: Stanoveni Hsp70 metodou Western blot po aplikaci elicitini k tabakové bunécné
suspenzi. a) Imunodetekce Hsp70, b) vyhodnoceni intenzity signalu bandd po imunodetekci
Hsp70 (relativni jednotky — vztaZzeno na vzorek 1).St) Standard Hsp70 (0,2 pg/ml), 1) kontrola -
0 h, 2) kryptogein - 0 h, 3) oligandrin - 0 h, 4) infestin - 0 h, 5) kontrola - 1 h, 6) kryptogein -
1 h, 7) oligandrin - 1 h, 8) infestin - 1 h, 9) kontrola - 4 h, 10) kryptogein - 4 h, 11) oligandrin -
4 h, 12) infestin - 4 h.
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Ve studii Piterkova et al., 2013 byla prokazana zvySena produkce Hsp70
v prub&hu patogenese na modelovém systému Solanum spp. po infekci patogenem
Oidium neolycopersici a soucasné tloha NO a ROS v regulaci produkce Hsp70 pii
pasobeni abiotického i biotického stresu na rostliny. Akumulace Hsp70 je také
vyznamné ovlivnéna kyselinou salicylovou (SA). U protoplastovych kultur tabaku SA
stimulovala akumulaci Hsp70 vyvolanou teplotnim stresem za soucasné redukce miry
apoptosy (Cronjé et al., 2004). Nase pilotni experimenty prokazaly zmény v produkci
Hsp70 v zavislosti na typu pouzitého elicitinu po aplikaci v tabdkové suspenzi.

Zajimavy je opacny efekt infestinu a kryptogeinu.
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4.4 Vliv elicitini na expresi geni zapojenych v metabolismu ROS

a RNS
V piedloZzené praci byla studovana mira exprese genu pro GSNOR c¢tyii hodiny
po aplikaci elicitinii do tabakové suspenze bun¢k. Enzym GSNOR (obr. 17) je zapojen

Vv katabolismu NO a hraje vyznamnou roli v obranné reakci rostlin (Wilson et al., 2008).
SN (S—i)
( Trx )
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NA NADH
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Obr. 17: Mechanismus denitrosylace za ucasti enzymu GNSOR S-nitrosylované proteiny
a nizkomolekularni S-nitrosothioly jsou metabolizovany na redukované thioly za vzniku
S-nitrosoglutathionu. Ten je dale pfeménén na N-hydroxysulfonamid a oxidovany glutathion.
Denitrosylace probiha i ptisobenim Trx - thioredoxinu (pfevzato z Benhar et al., 2009).
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Po aplikaci elicitinu kryptogeinu byla detekovana snizena exprese genu pro GSNOR,
naopak v ptipad¢ aplikace infestinu byla zaznamenana zvySena exprese tohoto genu

(obr. 18). Oligandrin nem¢l vliv na expresi genu pro GSNOR.
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Obr. 18: Stanoveni exprese genu pro GSNOR pomoci PCR a agarosové elektroforézy.
a) Agarosova elektroforesa po PCR, b) vyhodnoceni relativni exprese po vztaZeni
na housekeepingovy (provozni) gen - elongacni faktor EF-la. Exprese byla stanovena 4 h
po aplikaci elicitini do tabakové suspenze bunék 1) kontrola (bunééna suspenze, do které byla
pfidana destilovana voda), 2) kryptogein, 3) oligandrin, 4) infestin, St1 — DNA standard
o velikosti 300 bp, St2 — DNA standard o velikosti 200 bp.
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Enzym NADPH oxidasa je hlavnim producentem ROS pii oxidativnim vzplanuti
(Obr.19) (Yoshioka et al., 2001).

NADPH NADP:

Obr. 19: Rostlinna NADPH oxidasa (RBOHD). Z NADPH se uvoliiuji elektrony, které jsou
transportovany pies FAD a hemy az na kyslik za vzniku superoxidového aniontu radikalu
(pfevzato ze Suzuki et al., 2011).

V ptedloZzené bakaldiské praci byla stanovena exprese dvou genil, které koduji
RBOHD v tabakovych bunkach (RBOHD1 a RBOHD2). Indukce exprese RBOHD2
byla zaznamenana po aplikaci vSech elicitinii. Nejvyraznéjsi zmény byly detekovany
po aplikaci kryptogeinu, ktery patii mezi elicitiny tfidy IB. V piipad¢ exprese genu
RBOHDL1 byla zvySena exprese pozorovana pouze po aplikaci kryptogeinu. Oligandrin
a infestin neovlivnili expresi RBOHD1 (obr. 20). Po aplikaci vSech elicitind byla
zaznamenana zvySena produkce ROS sondou H,DCF DA avV ptipadé detekce hROS
sondami APF a HPF pouze po aplikaci kryptogeinu. Tyto vysledky koresponduji
se zménami exprese genu pro RBOHDZ2, které jsou jednoznacné nejvyssi v disledkil
pusobeni Kkryptogeinu na tabakové bunky. Vysledky stanovené metodou PCR
s naslednou agarosovou elektroforézou byly potvrzeny v piipadé genu RBOHD?2

metodou RT PCR (Obr. 20 c).
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Obr. 20: Stanoveni exprese genu RBOHD1 a RBOHD2 metodou PCR a agarosové elektroforézy
a metodou qPCR. a) Agarosova elektroforesa po PCR, b) vyhodnoceni agarosové elektroforézy
- relativni exprese po vztaZeni na housekeepingovy (provozni) gen - elonga¢ni faktor EF-1a,
¢) vyhodnoceni relativni exprese genu RBOHD2 metodou qPCR. Exprese byla stanovena 4 h
po aplikaci elicitinG do tabakové suspenze bunék. RBOHD1:1) kontrola, 2) kryptogein, 3)
oligandrin, 4) infestin, St1 — DNA standard o velikosti 100 bp, St2 - DNA standard o velikosti
50 bp.; RBOHD2: 5) kontrola, 6) kryptogein, 7) oligandrin, 8) infestin, St2 - DNA standard
o velikosti 50 bp, St3 - DNA standard o velikosti 100 bp.

GSNOR hraje dtlezitou roli v mechanismu obrannych reakei rostlin po napadeni
patogenem. Rostliny A. thaliana se snizenym obsahem GSNOR byly vice resistentni
proti patogenu Phytophthora parasitica (Rusterucci et al.,, 2007). GSNOR je
nadprodukovana ptsobenim kyseliny salicylové, naopak kyselina jasmonova produkci
tohoto enzymu potlacuje (Diaz et al., 2003). V diplomové praci Jendrisakova 2015 byla
4 hodiny po aplikaci 5 nmol/l kryptogeinu zaznamenana snizena exprese genu GSNOR
a zaroven upregulace geni pro NADPH oxidasy, coz koresponduje s vysledky této
prace. Bylo prokazano, Zze dvé isoformy NADPH oxidasy u N. benthamiana
(NbRBOHA aNbRBOHB) zptsobuji akumulaci H,O, a podili se v obranném
mechanismu dané rostliny vedouci k rezistenci proti patogenu P. infestans. Po aplikaci
infestinu doslo k indukci exprese genu NbRBOHB. NbRBOHA byl exprimovan
konstitutivné (Yoshioka et al., 2003). V tabaku je za produkci ROS pii pusobeni
elicitinu kryptogeinu zodpovédna pouze jedina isoforma NADPH oxidasy — NtRBOHD
(Lherminier et al., 2009). U suspenzni tabakové kultury oSetfené kryptogeinem byla
sledovana akumulace transkriptu NtRBOHD a soucasny rtst produkce ROS (Simon-
Plas et al., 2002). Ve studii Noirotetal., 2014 byla u bunék tabaku sledovana
nadexprese genit RBOHD1 aRBOHD2 jiz 30 minut po vystaveni kryptogeinu.
V predloZené préaci byla naméfena zvySena exprese RBOHD1 a RBOHD2 zplisobena

kryptogeinem, coz koreluje s naméfenou nadprodukei peroxidu vodiku po jeho aplikaci.
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U tabdkovych bunck s pfidavkem infestinu a oligandrinu byla sledovana sniZzena
produkce hROS v porovnani s kontrolou; mirné nadexprimovana byla pouze RBOHD2.
V dalSich experimentech by bylo vhodné pouzit fluorescen¢ni sondy DHE pro srovnani

ristu produkce O, s expresi NADPH oxidas.

4.5 Vliv elicitinii na expresi genu signalnich drah SA, JA a ethylenu

4.5.1 Vliv elicitinii na expresi genu signalni drahy kyseliny salicylové

V piedlozené praci byla studovana exprese genu pro PAL (fenylalanin-amoniak lyasa),
coz je klicovy enzym biosyntézy fenylpropanoidi, flavonoidi a Kyseliny salicylové
viz obr. 21 (Mauch-Mani a Slusarenko, 1996). Dale byla sledovana exprese genu pro
PR-1a.. Jedna se o kysely protein produkovany ve spojitosti se systémoveé ziskanou
resistenci, kterou mohou vytvaret rostliny po napadeni patogenem. PR-1la vykazuje
fungicidni aktivitu. Exprese tohoto proteinu je indukovana kyselinou salicylovou

(Ryals et al., 1996).
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Obr. 21: Uloha fenylalaninamoniaklyasy v biosyntetické draze flavonoidii a fenylpropanoidi.
Nadexprese genu PAL muze vést ke zvySené produkci kyseliny salicylové, fytoalexind,
anthokyant a lignifikaci (pfevzato z Dehghan et al., 2014).
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Po aplikaci kryptogeinu byla zaznamenana nadmérna exprese genu pro PAL,
Vv piipadé infestinu byl pozorovan mirny pokles exprese. Exprese genu pro PR-1a nebyla
vyznamné ovlivnéna aplikaci jednotlivych elicitini (obr. 22). Predb&ézné vysledky
poukazuji, Ze signalni draha kyseliny salicylové nebude pravdépodobné zapojena
vV obranném mechanismu po aplikaci elicitini k tabakovym bunkam. Nadexprese PAL
plusobenim kryptogeinu muze byt spojena s lignifikaci ¢i aktivaci flavonoidni drahy.
Po aplikaci kryptogeinu byl v této praci pozorovan rust produkce ROS. Vznikajici
peroxid vodiku muze v apoplastu stimulovat syntézu prekurzorti ligninu a jejich

nasledné zesit'ovani.
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Obr. 22: Stanoveni exprese genu zapojenych v signalni draze kyseliny salicylové (PR-
la a PAL) pomoci PCR a agarosové elektroforézy. a) Agarosova elektroforesa po PCR, b)
vyhodnoceni agarosové elektroforézy - relativni exprese po vztazeni na housekeepingovy
(provozni) gen - elongacni faktor EF-1a. Exprese byla stanovena 4 h po aplikaci elicitini do
tabakové suspenze bun¢k. PR-1a : 1) kontrola, 2) kryptogein, 3) oligandrin, 4) infestin, St1 —
DNA standard o velikosti 200 bp, St2 — DNA standard o velikosti 100 bp. PAL: 5) kontrola,
6) kryptogein, 7) oligandrin, 8) infestin, St3 - DNA standard o velikosti 200 bp, St4 - DNA
standard o velikosti 100 bp.
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4.5.2 Vliv elicitinii na expresi geni signalni drahy kyseliny jasmonové

Signalni draha JA byla sledovana pomoci exprese genti pro allenoxidsynthasu (AOS)

a transkripéni faktor MYC2. Allenoxidsynthasa je enzym produkujici prekurzor

pottebny pro syntézu kyseliny jasmonové (obr. 23). MYC2 je transkripéni faktor JA-

dependentnich gend.
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Obr. 23 Biosyntéza kyseliny jasmonové. Tvorby prekurzori Kyseliny jasmonové se ucastni
enzym AOS (allenoxidsynthasa) (pfevzato ze Stintzi a Browse, 2000).

Po aplikaci kryptogeinu a oligandrinu k buné¢né suspenzi tabaku byl detekovan

pouze mirny narust exprese MYC2, v porovnani s efektem ktery méla na expresi tohoto

genu aplikace infestinu. VIiv na expresi AOS byl zaznamenan pouze v piipadé aplikace

elicitinu infestinu (obr. 24).
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Obr.  24: Stanoveni exprese gend  zapojenych  vsignalni draze  kyseliny
jasmonové (AOS a MYC2) pomoci PCR a agarosové elektroforézy. a) Agarosova elektroforesa
po PCR, b) vyhodnoceni agarosové elektroforézy - relativni exprese po vztazeni
na housekeepingovy (provozni) gen - elonga¢ni faktor EF-la. EXxprese byla stanovena 4 h
po aplikaci elicitint do tabakové suspenze bunck. AOS: 1) Kkontrola, 2) kryptogein,
3) oligandrin, 4) infestin, St1 — DNA standard o velikosti 200 bp, St2 — DNA standard
o velikosti 100 bp. MYC2: 5) kontrola, 6) kryptogein, 7) oligandrin, 8) infestin, St3 — DNA
standard o velikosti 100 bp.

4.5.3 Vliv elicitinli na expresi gent signalni drahy ethylenu

Pro posouzeni vlivu elicitinh na aktivaci ethylenu byl vybrdan gen pro
endochitinasu/hevein-like (End/Hel). Endochitinasy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu
chitinu a jsou nadexprimovany pii patogenesi pusobenim ethylenu a kyseliny
jasmonové (Rakwal et al., 2004). Rostlina vyuziva endochitinas jako ochranu pied
patogeny, které obsahuji chitin (Roby et al., 1991). V biosyntéze ethylenu je zapojen
enzym ACCsynthasa (obr. 25), jehoz gen je vhodny pro sledovani této signalni drahy

a bude dstudovan Vv nasledujici studii.
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Obr. 25: Biosyntéza ethylenu. Pro sledovani aktivace signalni drahy ethylenu se Casto vyuziva
gen pro ACCsynthasu, coz je jeden z klicovych enzymd pti produkei tohoto fytohormonu. SAM
- S-adenylmethionin, ACC - 1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
(pfevzato z Rudus et al., 2012).
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Kryptogein a infestin aktivovaly expresi genu kodujiciho endochitinasu.

U oligandrinu byl naopak pozorovan mirny pokles exprese vybraného genu (obr. 26).
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Obr. 26: Stanoveni exprese genu zapojenc¢ho V signalni draze ethylenu (End/Hel) pomoci PCR
a agarosové elektroforézy. a) Agarosova elektroforesa po PCR, b) vyhodnoceni agarosové
elektroforézy - relativni exprese po vztazeni na housekeepingovy (provozni) gen - elongacni
faktor EF-1a. ¢) vyhodnoceni relativni exprese metodou qPCR. Exprese byla stanovena 4 h po
aplikaci elicitini do tabakové suspenze bunék. 1) kontrola, 2) kryptogein, 3) oligandrin,
4) infestin, St1 — DNA standard o velikosti 200 bp, St2 — DNA standard o velikosti 100 bp.
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V ramci predlozené bakalaiské prace byly realizovany pilotni experimenty zamétené
na detekci exprese vybranych gent. Jako housekeepingovy (provozni) gen byl pouzit
elongacéni faktor EF-1a (obr. 27). Jedna se o experimenty, jejichz hlavnim cilem bylo
prakticky se seznamit s metodami PCR a qPCR a otestovat vliv aplikace studovanych
elicitinli na expresi genu pro NADPH oxidasu, genu pro GSNOR a expresi genli
spojenych se signalnimi drahami kyseliny salicylové, jasmonové, piipadné ethylenu.

Experimenty byly zatim realizovany v 1-2 opakovanich.
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Obr. 27: Stanoveni exprese genu EF1-/a pomoci PCR a agarosove elektroforézy. EF1 je
exprimovan konstitutivné. 1) kontrola 4h, 2) kryptogein 4h, 3) oligandrin 4h, 4) infestin 4h,
St1- DNA standard o velikosti 200 bp, St2 — DNA standard o velikosti 100 bp.

Signalni drahy fytohormont SA, JA a ecthylenu hraji klicovou roli v mechanismu
obrannych reakci rostlin vedoucich k rezistenci rostliny proti patogenim. Drahy JA
a ethylenu jsou aktivovany zejména pii pisobeni nekrotrofnich patogenti, SA indukuje
resistenci proti biotrofnim patogentim (Glazebrook, 2005). Po aplikaci kryptogeinu byla
prokazana aktivace produkce ethylenu Vv tabakovych bunkach (Milat et al., 1991).
U rajcat (S. lycopersicum cv. MicroTom) byla po aplikaci infestinu pozorovana aktivace
signdlnich drah kyseliny jasmonové a ethylenu. Signalni drahy byly sledovany pomoci
genll PR-6, LOX a LeATLS6, jez jsou nadexprimovany pusobenim JA a geni PR-2b
a ERF2, které jsou nadexprimovany pii zvysSené produkci ethylenu. Zaroven byla také
sledovana akumulace ethylenu 4 h po palikaci INF1 (Kawamura et al., 2009). V praci
Schenke et al., 2004 byla méfena produkce ethylenu tabakovymi bunkami po aplikaci
infestinu a zaroven bylo zjisténo, Ze tvorba ethylenu je indukovana reaktivnimi formami
kysliku. Jendrisdkova (2015) ve své diplomové praci sledovanim exprese geni PR1q,
PAL, AOS, MYC2 a End/Hel zjistila, ze kryptogein aktivuje v tabakovych bufikach
dradhu JA a ethylenu. V této praci byla rovnéz prokdzana zvySend exprese genu pro
PAL. Ve studii Amelot et al., 2011 zpisobil kryptogein u tabakovych bunék nadexpresi
PAL a aktivaci fenylpropanoidni drahy. PR-1 a PAL mohou byt nadexprimovany také
pusobenim NO (Durner et al., 1998).
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S5 Zavér

Cilem predlozené bakalafské prace bylo studium aktivace obrannych mechanismi
po aplikaci infestinu na modelovém systému suspenzni kultury bunék tabaku
N. tabacum L. cv. Xanthi a porovnani jeho pulsobeni s elicitiny kryptogeinem

a oligandrinem. Z vysledki experimentalni ¢asti prace 1ze usoudit, ze infestin:

* nema vyznamny vliv na zivotnost tabakovych bunék (negativni efekt ma

oligandrin a kryptogein)

* zpusobuje zvySenou produkci peroxidu vodiku a oxidu dusnatého, produkce

hROS je naopak potlacena

* zvysuje expresi genu pro NADPH oxidasu (RBODH2) (zvyseni je ale vyrazné

nizsi v prorovnadni s efektem kryptogeinu)
* zvysuje expresi genu pro GSNOR (kryptogein potlacuje expresi GSNOR)
* mirn¢ stimuluje produkci Hsp70 (kryptogein potlacil produkci Hsp70)

* aktivuje signalni drahy ethylenu a kyseliny jasmonové (podobné jako

kryptogein)
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7 Seznam pouzitych zkratek

2,4—-D
AA/BIS
Apo
APF
APS
AOS

BAK1/SERK3

BCIP

BS

BSA
Cyt

Chl
DAF-FM

DAF-FM DA

DCF
DHE
DTT
End/Hel
ETI
ETS
FDA
GSNO
GSNOR
GSSG
HPF
HR
Hsp70
Hsp90
H,DCF
H,DCFDA
INOS
INF1
JA
MAPK

MAPKK
MAPKKK

MEK1
MEK?2
MES
Mit
MYC2
NbLRK

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

akrylamid/bis-akrylamid

apoplast

3’-(p-aminofenyl)fluorescein

peroxodisiran amonny

allenoxidsynthasa

brassinosteroid-associated  kinase  1/somatic  embryogenesis
receptor kinase 3

5-bromo- 4-chloro-3-indolylfosfat

bunécna sténa

hoveézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

cytoplasma

chloroplast

4-Amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein
4-Amino-5-methylamino-2’,7’-difluorofluoresceindiacetat

2', 7'-dichlorodihydrofluorescein (oxidovany)

dihydroethidium

dithiotreitol

endochitinasa/hevein-like

effector-triggered immunity

effector-triggered susceptibility

fluorescein diacetat

S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathionreduktasa

oxidovana forma glutathionu

3’-(p-hydroxyfenyl)fluorescein

hyprersenzitivni reakce

Heat shock protein 70

Heat shock protein 90

2',7'-dichlorodihydrofluorescein (redukovany)
2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetat

patogenem indukovand NOsynthasa

infestin

kyselina jasminova (jasmonic acid)

mitogenem aktivovana proteinkinasa (mithogen-activated protein
kinase)

kinasa mitogenem aktivované proteinkinasy (mithogen-activated
protein kinase kinase)

kinasa kinasy mitogenem aktivované proteinkinasy (mithogen-
activated protein kinase kinase kinase)

MAPKK 1

MAPKK 2

kyselina 2-(N-morpholino)etansulfonova

mitochondrie

transkrip¢ni faktor

B-lektinu podobna receptorova kinasa - Nicotiana benthamiana
(lectin-like receptor kinase)
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NB-LRR

NBT
Ni-NOR
NOA1l
Nox2
NPK1
NPR1
NR
NTF6
PAL
PAMP
PCD
Per
PMSF
PRR
PR-1a
PrxIIE
PTI
RBOH
RBOHB
RBOHD
RNS
ROS
SA

SDS
SABP3
SIPK/NTF4

TBE
TBS
TEMED
Tris
Vak
WIPK
X24
XDH

doména vazajici nukleotidy-doména bohata na leucin (nucleotide
binding domain-leucin rich repeat domain)

nitro blue tetrazolium chloride

Nitrit-NOreduktasa

NO associated 1

savCi isoenzym NADPH oxidasy

homolog MAPKKK

Non-expresser of pathogenesis-related genes 1

nitratreduktasa

homolog MAPK

fenylalaninamoniaklyasa

pathogen-asociated molecular pattern

programovana bunécéna smrt

peroxisom

fenylmethylsulfonyl fluorid

pathogen-related receptor

protein spojeny s patogenesi (pathogenesis-related protein lo)
Peroxyredoxin 1l E

PAMP-triggered immunity

respiratory burst oxidase homologue

rostlinna NADPH oxidasa (respiratory burst oxidase homologue B)
rostlinna NADPH oxidasa (respiratory burst oxidase homologue D)
reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

kyselina salicylova (salicylic acid)

dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

protein vazajici kyselinu salicylovou

proteinkinasa indukovana kyselinou salicylovou (salicyl acid-
induced protein kinase)/ homolog SIPK

Tris/borat/EDTA

fyziologicky roztok pufrovany Tris (Tris-buffered saline)

N,N,N' ,N'-tetramethylethan-1,2-diamin
2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

vakuola

wound-induced proteinkinase

rekombinantné pfipraveny Kryptogein

xantindehydrogenasa
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