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CILE PRACE

1. Ukolem teoretické ¢asti diplomové prace bylo vypracovat literarni resersi zamétenou
na ulohu reaktivnich forem kysliku a dusiku vcéetné zapojeni antioxidacnich
mechanismi v obrannych reakcich rostlin po infekci patogenem Phytophthora
infestans a Phytophthora cryptogea. Literarni reSerSe se dale zabyva charakterizaci

elicitintl infestinu a kryptogeinu véetné popisu signalnich drah aktivovanych elicitiny.

2. 'V experimentalni Casti bylo cilem:

2.1 Testovani vlivu aplikace elicitini infestinu a kryptogeinu véetné jejich
modifikaci v poloze 13 a 84 na rezistenci vybranych genotypt Solanum spp.
v prubéhu patogenese Pseudoidium neolycopersici na zaklad¢ charakterizace

vyvoje patogennich struktur.

2.2 Studium vlivu aplikace vybranych elicitind na produkci ROS
2.2.1 Detekce nekrotickych 1ézi na listech jednotlivych genotypt Solanum spp.

2.2.2 Histochemicka detekce produkce peroxidu vodiku a superoxidu

2.3 Studium vlivu aplikace elicitinii na aktivaci antioxida¢nich systému
2.3.1 Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy a guajakolperoxidasy

2.3.2 Detekce peroxidasové aktivity metodou nativni gelové elektroforézy



1.UVOD

Elicitiny jsou 98 kDa apoplastické proteiny sekretované oomycetami rodu Phytophthora
a Pythium, které dokazi po aplikaci v pribéhu rostlino-patogenni interakce aktivovat
V pribéhu patogenese dochazi ke kontaktu hydrofobni dutiny jadra elicitinu
s povrchovym proteinem rostliny, pfiCemz patogen si takto ziskava dilezité steroly
a latky lipidniho charakteru, které si sam nedokaze vytvorit. Zaroven bylo také zjisténo,
Ze po rozpoznani patogenu produkujiciho elicitiny dochazi k rychlé aktivaci rozsahlé sité
signalnich drah jako je hypersenzitivni reakce, aktivace iontovych kanald, mobilizace
GTP-vazebnych proteinti a kinas. Pfenosem signélu elicitinu na dalsi pfenasece dochazi
k amplifikaci tohoto signalu, coz vyusti ve fosforylaci/defosforylaci cilovych proteint,
ovlivnéni exprese obrannych gend a velmi intenzivni produkci ROS a RNS. Déle také
dochazi k regulaci koncentrace vapenatych iontti v bufice a mimo jiné také k aktivaci
antioxida¢nich mechanismt nezbytnych pro vychytavani toxického nadbytku reaktivnich
forem kysliku a dusiku. Studiem interakce mezi elicitiny aplikovanymi na modelovém
systemu Solanum spp. a patogenem Pseudoidium neolycopersici se zabyva pracovisté
Katedry biochemie PfF ve spolupraci s Katedrou botaniky PfF Univerzity Palackého
v Olomouci a také s Ustavem biochemie Masarykovy univerzity v Brné.

Doposud znama fakta o infestinu a kryptogeinu jsou v soucasnosti dopliiovana
studiemi mutantnich forem téchto elicitini. V ramci modifikace byla u kryptogeinu
zaménéna aminokyselina lysin za valin v pozici 13, nasledkem ¢ehoZ doslo k prudkému
snizeni toxicity a oslabeni vazby sterolu ve srovnani s divokym typem kryptogeinu.
Podobné také zameéna valinu za objemnéjsi fenylalanin v pozici 84 vede k vazbé pouze
mastnych kyselin, nikoli sterolt. V pfipadé mutantni formy Cry V84F je potvrzen
vyrazny vliv na aktivaci produkce ROS a aktivaci antioxidacnich enzymi; tento

stimula¢ni efekt se také predpoklada u testované mutantni formy infestinu Inf VV84F.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rod Phytophtora

Rod Phytophtora se vyc¢lenil z fiSe hub a nyni je klasifikovan do fise Chromista, kmene
Stramenopila a ttidy Oomycet (Dick, 2001). Riazné druhy rodu Phytopthora s omezenou
saprofytickou aktivitou byly intenzivné studovany zejména =z hlediska rostlinno-
patogennich interakci na modelech (patogen x rostlina) P. infestans x brambor, P. sojae X
sbja a P. cryptogea x tabak. Vysledkem pusobeni patogenti rodu Phytophtora jsou
choroby zemédelskych plodin vedouci k vyznamnym celosvétovym ekonomickym
ztratam (Oliva et al., 2010; Bozkurt et al., 2012).

2.1.1 Phytophthora infestans

Poprvé byl vyskyt hemibiotrofni oomycety P. infestans zaznamenan v USA ve Filadelfii
v roce 1843. Béhem nékolika let se patogen P. infestans rozsitil také do dalSich zemi
svéta, jako je Belgie, Holandsko, Némecko, Svycarsko, Francie, Italie ¢i Skotsko (Obr.1)
(Stevens, 1933, Yoshida et al., 2013). Zna¢né skody napachal genotyp HERB-1 ve 40.
letech 19. stoleti v Irsku, kdy diky plesnivéni brambor nastal velky irsky hladomor
(Yoshida et al., 2013).

FP. infestans origin

potato origin

Obr.1: Predpokladana cesta migrace Phytophthora infestans genotyp HERB-1 and US-1
(ptevzato z Yoshida et al., 2013).

P. infestans je neobvykle virulentni patogen, ktery parazituje na uzké skale
hostitelskych rostlin rodu Solanum spp. a to nejen v mistech pivodniho vyskytu (Mexiko,

Andy), ale také v dalSich oblastech, kde jsou tyto plodiny péstovany, diky své schopnosti



se rychle adaptovat na zmény prostiedi (Fry et al., 2009, Kamoun et al., 2015). Krom¢
zem&delsky vyuzivanych plodin parazituje také na petiniich nebo tabdku (Chaparro-
Garcia et al., 2011).

Aktualné feSenym problémem je v soucasnosti vytvoieni rezistence P. infestans
vici fungicidim na bazi fenylamidt ¢i metaxylu a zaroven zachyt novych kmeni tohoto
patogenu (Drenth et al., 1993). Izolaty P. infestans z Kanady a USA si vytvofily
rezistenci vu¢i metaxylu diky migraci genu (Fabritius et al.,1997). Nové kmeny
P. infestans byly objevené pfedevsim u raj¢at (Drenth et al., 1993).

Symptomy infekce se projevuji zejména na listech, plodech a hlizach (Obr.2). Na
listech je patrné plisen, ktera vytvaii svétle zelené, vodou nasdklé 1éze ohrani¢ené Zluto-
zelenym okrajem. Tyto skvrny postupné tmavnou do tmavé hnédé az ¢erné barvy. Stonky
infikovanych rostlin jsou taktéz zbarveny hnéd¢é az Cerné. Na hlizach ¢i plodech se
infekce projevi jako hnédooranzova hnilobnd mista, kterd jsou na povrchu hladka
a suchd, uvnitt jsou naopak granulovitd. Pfiznaky infekce jsou dale zesilené ptisobenim

dalgich invazivnich organismu a bakterii (Selman et al., 2008).

Obr.2: Symptomy napadeni listt bramboru patogenem Phytophthora infestans (pfevzato
z Porter, 2013).

Bunééna sténa P. infestans obsahuje predevsim celulosu. Chitin je zastoupen
V niz8§i mife a proto je tento organismus blize pfibuzny hnédym fasdm nez pravym
houbam. Toto zjisténi bylo navic potvrzeno molekularné-biologickou studii
mitochondridlniho genomu oomycety, ktery se vyznacuje velikosti 38 kb a mnoha
repetitivnimi sekvencemi (Chesnick et al., 1996).

P. infestans se rozmnozuje pievazné nepohlavné (Obr.3), na hostitelskych
rostlinnych pletivech tvofi sporangia, ze kterych za vyssich teplot (20-25°C) bud’ pfimo

kli¢i hyfy, nebo se za nizsich teplot (10-15°C) nepfimo uvoliiuji zoospory, ze kterych se



Vv ramci minut aZ hodin vyvine kli¢ni vlakno (Obr.3). Kli¢ni vlakno muze proniknout
dovnitf pletiva a iniciovat infekci. Ke sporulaci dochédzi za mirnych teplot (15-22°C), kdy
kazda 1éze obsahuje stovky tisic sporangii, ktera mohou byt rozptylena vzduchem. Tento
typ rozmnozovani pfispiva ke vzniku klondlnich linii, kdy jedinci kazdé linie pochazi
Z jedné rekombinace, jsou si fenotypové podobni a liSi se navzdjem pouze mutaci nebo
mitotickou rekombinaci (Fry et al., 2013). B&hem nevyhodnych enviromentalnich
pominek pfeziva oomyceta v podobé mycelia napt. uvnitt bramborovych hliz, které takto
piispivaji k $ifeni plisfiové epidemie na dal$i brambory (Fry a Goodwin; 1997). Geny
zahrnuté ve sporulaci, zoosporogenesi a chovani zoospor byly studovany na zakladé
genové exprese (Kim a Judelson, 2003). Judelson a Roberts v roce 2002 identifikovali
proteinkinasu v P. infestans, jejiz aktivita byla stimulovana ve sporangiich vystavenych
chladu a je dilezita pro zoosporogenesi. Za nizkych teplot dochazi ke zvySeni hladiny
intracelularnich Ca?" a pH, dale se multijaderna cytoplasma ve sporangiu zaéne délit na

jednojaderné slozky a zformuji se bi¢iky (Hardham, 2005).

uvolnéni
Q zoospor (@n)

\,¢ \ infekce
e ’ )

pusobeni
hormont

oospora

(@n) ridium ‘ %
atheridium (n) /;/ >

Obr.3: Zivotni cykly Phytophthora infestans (pievzato z Judelson, 1997).



V mensi mife je P. infestans schopna i pohlavniho rozmnozovani a to pfi styku
dvou fyziologicky rozliSenych stélek zvanych Al a A2 (Gallegly a Galindo; 1958)
(Obr.3). Tyto dva typy jsou rozpoznatelné diky produkci specifickych hormonu, které
vyvolavaji tvorbu gametangii u opa¢ného typu stélky (Judelson, 1997). Diploidni
vegetativni mycelium se diferencuje a tvoii bud’ antheridia (sam¢i gametangia) nebo
oogonia (sami¢i gametangia), ve kterych probihd meidza. Flaze gametangii vyusti
Vv usporadani diploidnich oospor, které mohou pieZivat v rostlin¢ po dlouhou dobu (Ko,

1998).

2.1.2 Phytophthora cryptogea

P. cryptogea byla poprvé popsana Pethybridgem a Laffertym jako pii¢ina hniloby rajcete
Vv Irsku roku 1919. Jedna se o kosmopolitni patogen parazitujici po celém svété na fadé
hostitelll, mezi néz patii predevSim tabak, rajcata, gerbery ¢i rtizné okrasné rostliny
(Erwin a Ribeiro, 1996). Ke hnilobé kofend rajéat dochazi zejména v mokrych ¢i
podmacenych ptidach. Hniloba se projevuje ve form& hnédocernych 1ézi na bazi stonku
a mohou se §ifit dal, az rostlinu zni¢i (Obr.4). V pifipadé¢ okrasnych rostlin a dievin
dochazi k vadnuti listh a nasledné k jejich opadu, coz vede k chloréze a zakrnéni rostlin
(zejména u rostlin rodu Pinus). Minimalni teplota pro rust P. cryptogea je okolo 1°C,
teplotni optimum se nachéazi v rozmezi 22-25°C, maximalni teplota pro rist je 31-33°C

(Erwin a Ribeiro, 1996).

Obr.4:. Priznaky Phytophthora cryptogea. a) Symptomy nekrézy na gerbefe po infekci
P. cryptogea (pievzato z llri Research computing homepage - http://hpc.ilri.cgiar.org), b)
Symptomy nekrdzy na listu tabaku po pusobeni P. cryptogea (pievzato z Ricci et al., 1989).



http://hpc.ilri.cgiar.org/

P. cryptogea je z hlediska morfologie napadné podobna oomyceté Phytophthora
drechsleri. Hlavnim rysem, kterym se tyto oomycety odlisuji, je vliv teploty na rust. Pi
teploté 35°C, vhodné pro vyvoj izolatd P. drechsleri, izolaty P. cryptogea nerostou (Ho
a Jong, 1991). Teplota ale neni jedinym kritériem pro odliSeni téchto dvou druht. Toto
rozliSeni bylo potvrzeno také analyzou proteinového profilu oomycet pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforézy (Erwin a Ribeiro, 1996). Mills et al. v roce 1990
studovali isoenzymové zastoupeni a strukturu mitochondrialni DNA metodou RFLP
(restriction fragment length polymorphism = jev, kdy restrik¢éni endonukledzy nastipou
DNA na fragmenty o ruzné délce) ze 123 izolati patiicich k P. cryptogea nebo
P. drechsleri, pfi¢emz zjistili, ze klastry gent se v ramci téchto dvou druhti od sebe velmi
lisi a ze existuje alespoit sedm riznych genovych klastr. Genova piibuznost
P. cryptogea je blize k Phytophthora erythroseptica, nez k P. drechsleri, jak prokazal
Cline et al. v roce 2008.

P. cryptogea tvori ovalna az hruSkovitd sporangia bez papil, délky 20-93 um

a $itky 15-51 um (Stamps, 1978; Ho a Jong, 1991) (Obr.5).
\ "

TR

| ¢
NS /
\
\ 3
N
a) Photo: Paul Reeser b) Photo: Paul Reeser
LN,

Phb!o: Paul Reeser Photo: Paul Reeser |

Obr.5:Morfologie oomycety Phytophthora cryptogea: a) a b) sporangium, c) shluky hyf,
d) kli¢eni sporangia (pfevzato od Paul Reeser — http://forestphytphoras.org — 30.3. 2018).
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Na velikost maji vliv také nutricni podminky — napt. sporangia, kterd rostla zpocatku na
bramborovo-dextrosovém agaru byla mensi nez ta, ktera rostla na hraSkovém vyvaru.
Tudiz, pro srovnani velikosti sporangii jsou nutnd tfi kritéria: ziviny v substratu, typ
roztoku pouzivaného na omyti mycelia (voda, mineralni soli, padni extrakt) a inkubace
pii svétle. Sporangiofory Siroké 2-3,5 um poté prorlstaji skrz sporangium, nebo se

vyvijeji sympodialné pod sporangiem (Erwin a Ribeiro, 1996).

2.2 Imunita

Bazélni obranné mechanismy rostlin jsou indukované detekci vysoce konzervovanych
molekularnich struktur patogeni ¢i mikrobt, tzv. PAMPs (patogen-associated molecular
patterns) nebo  MAMPs  (microorganism-associated  molecular  patterns)
transmembranovymi rostlinnymi proteiny, které funguji jako receptory PRRs (pattern
recognition receptors). Ur€ité receptory jsou pritomné v Siroké skale rostlinnych celedi,
jiné jsou naopak specifické pro konkrétni rostlinny druh. Jako ptiklad receptoru lze uvést
FLS2 receptor (flagellin-sensitive2 receptor) a EFR (EF-TU receptor) (elongation factor
thermo unstable receptor) (Boller a Felix, 2009). Imunitni odpovédi indukované PAMPS
se oznacuji jako PTI (PAMP-trigerred imunity) (Jones a Dangl, 2006; Beck et al., 2012)
(Obr. 6).

Patogen mize do rostliny sekretovat tzv. efektory. Z chemického hlediska se
jednda o celé spektrum latek zahrnujici proteiny, peptidy, oligosacharidy
1 nizkomolekularni slouceniny, které slouzi k potlaceni ¢i zastaveni PTI, v piipadé, Ze
rostlina nevlastni R proteiny (Obr.6). Specifické avirulentni efektory AVR jsou pienesené
do cytoplasmy rostlinnych bunék, kde jsou nasmérované do specifickych mist bunky
s cilem potlac¢it PTI a usnadnit virulenci. V ptipadé ptitomnosti intracelularnich R
(rezistenénich) proteinii dochazi k detekci specifickych efektori (Jones a Dangl, 2006;
Dodds a Rathjen, 2010; Rafigi et al., 2012). R proteiny funguji jako receptory pattici do
tiidy tzv. NBS-LRR proteini (nucleotide binding site-leucine-rich-repeat, tj. proteind
bohatych na leucinové sekvence, ale zaroven obsahuji sekvence, prostfednictvim kterych
mohou vazat nukleotidy). Po interakci intracelularnich receptorti S patogennimi efektory
dochazi nasledné Kk aktivaci silné obranné reakce ETI (effector-triggered immunity) casto
doprovazené hypersenzitivni reakci s cilem zamezit ristu biotrofnich patogenu (Singh et
al., 2011). Zajimavé je, ze nékteré efektorové vyvolané odezvy vyzaduji par NBS-LRR
proteinl, kdy jeden z nich je aktivovany efektorem a slouzi jako ,,senzor NBS-LRR*
a druhy je nezbytny z hlediska své funkce jako ,,helper NBS-LRR* (Bonardi et al., 2011).



Bunécénéd mista aktivace NBS-LRR se mezi jednotlivymi proteiny lisi, nékteré vyzaduji
prostiedi cytoplasmy, jiné se aktivuji na plasmatické membrané (Bonardi et al., 2012).
Tyto proteiny se vrostlinnych ¢i zivociSnych systémech mezi sebou lisi také
N-terminalni doménou, ktera hraje vyznamnou roli napi. pfi navazani riznych kofaktori
po aktivaci, jak bylo potvrzeno vazbou N-terminalnich domén NBS-LRR

s transkripcnimi faktory (Saintenac et al., 2013).
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Obr.6: Schéma rostlinného imunitniho systému: 1) Patogen V prubéhu kolonizace rostliny
sekretuje PAMPs (patogen-associated molecular patterns) ¢i MAMPs (microorganism-associated
molecular patterns). Tyto latky jsou zachyceny pomoci vysoce afinitnich receptorit PRRs (pattern
recognition receptors) a dochazi tak ke spusténi PTI (PAMP-trigerred imunity). 2) Patogen
dopravi virulentni efektory dovniti buniky. 3) Efektory jsou nasmérované do specifickych mist
buriky, kde potlaci PTI a usnadfiuji virulenci. 4) Rozpoznani efektort NBS-LRR proteiny a)
ligand-receptorovou interakci, b) efektorem fizenou zménou proteinu, ktery strukturné
napodobuje cil efektoru, €) rozpoznani efektorem fizené zmény hostitelského virulentniho cile
(napt. cytosolova doména PRR). 5) Aktivace NBS-LRR receptorti a vyvolani ETI (Effector-

triggered immunity) a nasledné exprese piislusnych obrannych gent (ptevzato z Dangl et al.,
2013).

V piipad¢ infekce P. infestans jsou rostlinné R geny, kodujici proteiny
cytoplasmatickych receptord, které reaguji s efektory patogenu, klasifikovany jako
druhové specifické a druhové nespecifické. Druhové specifické geny (R1-R11) pochazi
z divokych druhtt Solanum demissum. V ramci Slechténi bylo dosazeno zvySené
rezistence vuci P. infestans po vloZeni téchto genti do fady bramborovych kultivart.
Nové kultivary ale dozravaly pozdé€ji oproti diive znamym odradam (Gebhardt

a Valkonen, 2001). Dale byly identifikovany druhové nespecifické R geny pro Siroké



spektrum rezistence (Rpi geny) vuci P. infestans, napt. RB/Rpi-blbl a Rpi-blb2 ze
Solanum bulbocastanum a Rpi-mocl ze Solanum mochiquense. Vlozeni téchto Rpi geni
do bramborovych kultivari je obecné¢ povazovano za velmi praktickou metodu pro
ziskani rezistence brambor vici P. infestans. (Smilde et al., 2005; Van der Vossen et
al.,2005).

Pro efektory oomycet je charakteristicka pfitomnost signalni peptidové sekvence,
kterda napomaha jejich translokaci do rostlinnych bun¢k. P. infestans produkuje do
hostitelskych bun¢k tzv. RXLR efektory (X piedstavuje jakoukoliv aminokyselinu), které
slouzi k potlaceni imunitniho systému rostlin tim, ze blokuji aktivitu cilovych proteint
(Bozkurt et al.,2012; Anderson et al., 2015) (Tab.l). Aktivita téchto efektori byla

lokalizovana na jejich C-terminalnich doménach (Win et al., 2007).

Tab.1: Efektory P. infestans a jejich funkce a distribuce (pievzato z Giraldo a Valent,2013).

Nazev genu Funkce Distribuce

EPIC1 Inhibitor PLCP (RCR3 a C14) (rajéatové  Nespecificka (také u Ustilago
proteasy) a Cladosporium)

EPIC2 Inhibitor PLCP (C14) Nespecificka (také u Ustilago

a Cladosporium)

EPIC2B Inhibitor PLCP (RCR3) a PR Nespecificka (také u Ustilago
(pathogenesis related) proteinu PIP1 a Cladosporium)

EPI1 Extracelularni inhibitor serinproteas Specificka pro Phytophthoru

EPI10 Extracelularni inhibitor serinproteas Specificka pro Phytophthoru

AVRBLB1 RXLR cytoplasmaticky efektor - AVR Specificka pro Phytophthoru
protein pro Rpi-blbl

AVRBLB2 RXLR cytoplasmaticky efektor - AVR Specificka pro Phytophthoru
protein pro Rpi-blb2, brani sekreci PLCP
(C14)

AVR2 RXLR cytoplasmaticky efektor - AVR Nespecificka (také u Ustilago
protein interagujici s R2 ze S. demissum a Cladosporium)

AVR3a RXLR cytoplasmaticky efektor - AVR Specificka pro Phytophthoru
protein interagujici s R3a ze S. demissum

CRNS8 CRN cytoplasmaticky efektor - v jadru Specificka pro Phytophthoru

vyvolava smrt hostitelskych bunék

Legenda: AVR (avirulentni faktor), PLCP (papain-like cysteine protease); RCR3
(cysteinproteasa z rajcete), C14 (proteasa z rajcete), PIP1 (typ PLCP ptibuzny RCR3), Rpi-blb2
(gen kodujici protein s NBS-LRR), R2 (imunitni receptor Solanum demissum), R3a (rezistenéni
protein), CRN (Crincklerova struktura fungujici jako signal pro translokaci do hostitelské
cytoplasmy).



2.3. Elicitiny

Jedna se o apoplastické proteinové efektory, které jsou produkované oomycetami rodu
Phytophthora a Phytium. Pro tyto strukturné konzervované proteiny, které jsou tvorené
98 aminokyselinami, je typicka strukturni doména tvofena Sesti cysteinovymi rezidui,
které tvoii vzijemné tfi disulfidové mustky. Dulezitd je také piitomnost dalSich

aminokyselinovych zbytk bohatych na serin ¢i threonin (Ponchet et al., 1999).

2.3.1 Klasifikace elicitini

Elicitiny jsou klasifikovany na zéklad¢ struktury do tifi tfid. Dalsi dualezitou
charakteristikou elicitint je jejich izoelektricky bod (Tab.2, Tab.3). Mezi a-elicitiny (tfida
I-A) patii kyselé elicitiny s pl 4-5, mezi B-elicitiny (ttida I-B) patii bazické elicitiny s pl
v romezi 7,5-8,5. Hodnota pl je ovlivnéna obsahem lysinu v molekule (2-4 u a-elicitint,
6 v B-elicitinech). Jednotlivé elicitiny se lisi schopnosti vyvolat nekrosu rostlinnych
bunék, ktera zavisi na charakteru aminokyseliny v pozici 13 (O’Donohue et al., 1995,
Pleskova et al., 2011). V piipadé B-elicitint, vykazujicich vysokou nekrotickou aktivitu,
se jedna o hydrofobni aminokyselinu lysin a u a-elicitinti lipofilni aminokyselinu valin
(Pernollet et al., 1993; Kamoun et al., 1997). Na zaklad¢ studia terciarni struktury
elicitint cryptogeinu (Cry) a B-cinnamonu bylo zjisténo, ze tyto slouceniny mohou
fungovat také jako prenasece lipidi a dalSich steroli z liposoml a plasmatickych
membran (Mikes et al., 1997, Rodrigues et al., 2006). Méné pocetnou skupinu tvofi
elicitiny tfidy II, které se vyznacuji kratkym C-termindlnim koncem a také nizkym pl
(3,5). Do tiidy IIT — tzv. ELL (elicitin-like) se fadi nové objevené elicitiny, které se 1isi od
diive charakterizovanych elicitind tfidy I pfedevSim urovni sbaleni proteinu (Ponchet et
al., 1999). Kromé¢ toho maji C-terminalni konec variabilni délky, jsou charakteristické
vysokym obsahem prolinu, threoninu ¢i  serinu v molekule a pfitomnosti
glykosylfosfatidylinositolového mista, diky ¢emuz mohou asociovat s buné¢nou sténou,

popftipadé s cytoplasmatickou membranou (Jiang et al., 2006).

Tab.2: Zakladni rozdé€leni elicitind (pfevzato z Oswald et al., 2014).

Trida Pocet Isoelektricky bod Charakteristika
(podtiida) aminokyselin
I (I-A) 98 kysely valin na pozici 13 (hydrofobni)
I (I-B) 98 bazicky lysin na pozici 13 (hydrofilni)
I 103-104 velmi kysely
11 98+ kysely
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Tab.3: Prehled elicitint — klasifikace a charakteristika (pfevzato z Oswald et al., 2014).

11

Phytophthor Elicitin Trida pl
a spp.
P. alni AE1l.1 I-A 4,99
AE1.2 I-A 4,99
AE2 I-A 4,99
BE1 I-B 8,22
BE2 I-B 8,22
HAE1 I 3,95
P. AE1.1 I-A 4,99
cambivora
AE2 I-A 4,99
P. cactorum CAC-A I-A 4
P. capsici Capsicein(o) I-A 3,5
CAP-Pa28 I-A 4,23
P. a-Cin I-A 4.4
cinnamomi
B-Cin I-B 8,9
HAE1-Cin I 3,38
HAE2-Cin I 3,54
P. Citro I-A 3,5
citrophthora
P. cryptogea Crya I-A 3,6
Cryp I-B 9,8
HAE1-Cry I 3,88
HAE2-Cry I 3,34
P. drechsleri Dre-a I-A 4,6
Dre-p I-B 8,96
P. fragariae AE1l.1 I-A 4,99
AE2 I-A 4,99
P. infestans Infl I-A 4,22
Inf 2a il 3,37
Inf 2b Il 3,73
Inf 4 I-B 9,97
Inf5 Il 4,09
Inf6 11 3,34
P. hibernalis Hibl I-A
Hib2 I-A
Hib3 I-A
P. a-megaspermin I-A 4
megasperma
[B-megaspermin I-B 8,36
y-megaspermin " 3,8
P. nicotinae 172 - Parasiticein I-A <4
P. palmivora Palmivorein I-A 4
P. parasitica PARAL1-Parasiticein I-A 4,22
310 - Parasiticein I-A 4.7
P. plurivora Plurivorin I-A 4,2
P. quercina Quercinin I-A 3,6
I-A 3,9
I-B 8,3
P. ramorum ramoa-1 + ramo?2 I-A
P. syringae Syringicin I-A 4,31
P. sojae SOJA, SOJB I-A 3;5



Sojeinl, Sojein2 I-A 4; 6,16

Hlavni funkeci elicitinti je indukce bunééné smrti a dalSich obrannych reakci po
napadeni rostlin z ¢eledi Nicotiana, Solanaceae a Brassicaceae pifisluSnym patogenem.
Elicitiny vystupuji jako PAMPs, tudiz mohou byt rozpoznavany PRRs (Kamoun et al.,
1997; Chaparro-Garcia et al., 2011). V ramci rodu Phytophthora a Phytium jsou
exprimovany eli a ell geny, které koduji elicitiny, V rizné mife a Vv zavislosti na fazi
zivotniho cyklu, ve které se organismus nachazi. Eli geny koduyji elicitiny tfidy la, Ip a II,
zatimco ell geny koduji tzv. elicitin-like sequences, tedy elicitiny téidy 111 (Oswald et al.,
2014). Elicitiny t¥idy I a II jsou exprimované pievazné v myceliu (P. infestans) ¢i
infikovaném hostitelském pletivu (P. sojae). Naopak elicitiny tfidy III se tvofi zejména
v zoosporach (P. infestans, P. sojae) (Jiang et al., 2006). Podobné je také elicitin B-Cin
zP. cinnamomi exprimovan ve velkém mnozstvi v brzkych féazich infekce,
Vv pokrocilejsich stadiich infekce se jeho hladina snizuje, zatimco exprese elicitinu a-Cin
stejné jako dalSich (a) elicitini se naopak zvysuje (Horta et al., 2008).

Dalsi studie ukazaly, ze tloha elicitini je vztazena na konkrétni stiddia infekce,
napt. sporulaci ¢i preziti patogenu za saprofytickych podminek, kdy dochazi k expresi
piislusnych elicitinG s variabilnimi pl, coz napomaha k regulaci vyvoje patogena

a infekce za riznych enviromentalnich podminek (Jiang et al., 2006).

2.3.2 Infestin
Elicitin infestin (Inf) je 10-kDa protein produkovany oomycetou Phytophthora infestans,
ktery vyvolava hypersenzitivni reakci a dalSi biochemické zmény spojené s obrannymi
systémy u modelu Nicotiana spp. a Solanaceae (Kamoun et al., 1993). Bylo zjisténo, Ze
kmeny P. infestans deficientni na Infl zpisobily 1éze na Nicotiana benthamiana, coz
znali Ze Infl vytvaii u tohoto druhu rezistenci (Kamoun et al., 1998).

Infestin ma vliv na produkci NO, jak bylo zaznamenano po oSetfeni
N. benthamiana Infl, kdy se zvysila produkce NO, nicméné pti umléeni geni kddujicich
nitratreduktasu doslo u takto oSetfenych vzorkd naopak ke snizeni produkce NO
(Yamamoto-Katou et al., 2006). V praci Saito et al. z roku 2006 byla zaznamenana
rychla tvorba peroxynitritu, kdy maximalni rychlosti bylo dosazeno po 6-12 hodinach od
aplikace infestinu k tabakovym bunkam.

Na zaklad¢ experimentu, kdy byly citlivé genotypy Solanum vystaveny

purifikovanému rekombinantnimu Infl, bylo zjisténo, ze Infl funguje jako obecny
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elicitin u zastupct rodu Solanum (Vleeshouwers et al., 2006). Infl aktivuje u rajcat také
dulezité signalni drahy fizené kyselinou jasmonovou (JA) a ethylenem (ET), ale
nevyvolava bunéénou smrt — nicméné v piitomnosti vysoké koncentrace Infl dochazi
k aktivaci fady obrannych reakci (Kawamura et al., 2009). Rozdilny efekt elicitinu
infestinu na genotypy lisici se svou rezistenci k danému patogenu potvrdil ve své praci
z roku 2011 i Bariya et al., kdy bylo zjisténo, ze infestin vyvolava hypersensitivni reakci
(HR) a systémové ziskanou rezistenci (SAR-systemic acquired resistance) v piipadé
rezistentnich ale ne citlivych genotypti brambor.

Fabritius et al. vroce 2002 prokazal existenci komplexni sady osmi gent
kodujicich elicitiny. Tyto geny koduji extracelularni proteiny, které maji shodnou 98-
aminokyselinovou elicitinovou strukturu odpovidajici elicitinim I-A tfidy, jako je napf.
Infl (Obr.7). Sest gent kodujicich infestin (inf2A, inf2B, inf5, inf6, inf7 a M-25) koduji
proteiny s C-terminalni doménou, ktera dopliiuje N-terminalni elicitinovou doménu.
Sekvenéni analyza C-domény odhalila vysokou frekvenci vyskytu serinu, threoninu,
alaninu a prolinu, jejichZ vzajemna kompozice vytvaii O-glykosylaéni mista (Kamoun et

al., 1997).

INF1 [ ! I 1 |

INF4 [ 1 I 1 |

INF2A | 1 I T [ [ —
INF2B | 1 I T 1 ] [ ——
INF5 — | — I - [ —]
INE6 [ i} I T 1 T [ ——]
INF7 [ [ I | | I [ —— ]

Obr.7: Schéma elicitinové infestinové skupiny P. infestans: ¢tyfi hlavni domény odpovidaji
signalnimu peptidu — elicitinova doména, C-terminalni doména a transmembranova doména;
vertikalni linie odpovidaji konzervovanym cysteinovym zbytkiim; ¢erné boxy u Inf7 odpovidaji
delecim (pfevzato z Kamoun et al.1997).

Elicitace infestinem ovliviiuje genovou expresi podle Ohtsu et al., ktery v roce
2014 prokazal, ze vzorky N. benthamiana osetiené Infl vykazovaly znacné zvySenou
expresi genu kodujicich enzymy mevalonatové dradhy, coz naznacuje, ze produkce

isopentenyl pyrofosfatu, je v prubéhu obrannych reakci zrychlena.
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2.3.3 Kryptogein

P. cryptogea produkuje intenzivné¢ studovany bazicky proteinovy elicitin
B-kryptogein (Cryp), jehoz strukturu zaznamenal Ricci et al. v roce 1989 (Obr.8). Podle
Blein et al. (2002) elicitiny Infl a Cryp maji ze 79% identickou aminokyselinovou
sekvenci. CryB se sklada z péti a helixt, jednoho B-skladaného listu a tfi disulfidovych
mustkt. Jadro proteinu tvoii hydrofobni dutina, spojend tunelem s povrchem proteinu,
skrz kterou dochazi k ptfenosu sterolti a dalSich latek lipidniho charakteru az k patogenu,
ktery si sam tyto latky nedokaze vytvofit (Ricci et al., 1989, Dobes et al., 2004). Bylo
zjisténo, Ze tento protein hraje vyznamnou roli v rostlinno-patogennich interakcich, kdy
vyvolava hypersenzitivni reakci u tabaku, ktera se projevuje tvorbou zjevnych lokalnich
1 distalnich nekroz listl. Za tvorbu nekroz jsou zodpovédné aminokyselinové zbytky
v poloze 2, 13, 14, 72 a 94 (O’Donohue et al., 1995). Bylo zjisténo, ze konkrétné
charakter postranniho feté¢zce aminokyselinového zbytku v poloze 13 pfimo koreluje

s tvorbou nekr6z (O Donohue et al., 1995).

Obr.8: Struktura molekuly B-kryptogeinu znazornujici klicovy aminokyselinovy zbytek Lys 13
a tfi mozné aminokyselinové zbytky modifikujici aktivitu (Ala2, Asp72 a Lys94). Legenda:
modra barva (helixy), ¢ervena barva (B-skladané listy), zelend barva (smyc¢ky), Zlutozelena barva
(disulfidové mustky), bila barva (konzervovany zbytek Tyr87) (Boissy et al., 1996).

CryB se podili na aktivaci fady obrannych mechanismi, jako je napf. ukladani
fytoalexinii (obranné slouceniny rostlin) a produkci ethylenu — hormonu, zahrnutém
Vv intracelularni stresové signalizaci (Milat et al., 1991). Také signalni draha oxidu

dusnatého indukovand Cryp je propojena se signalnimi drahami cytosolického vapniku
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prostiednictvim posttranslaénich modifikaci calmodulinu (Jeandroz et al., 2013). Mezi
dalsi proteiny, které jsou vlivem NO modifikované patii NtCDC 48, ktery se ucastni
bunééného cyklu jako ATPasa spojena s dalSimi aktivitami bunky (Astier et al., 2012).
Elicitace CryB podporuje produkci NO béhem prvnich minut po aplikaci v epidermalnich
bunkach tabiku, coz bylo potvrzeno experimenty s vyuzitim fluorescenéni sondy DAF,
elektrochemickych metod a detektoru NO (Besson-Bard et al., 2008; Vitecek et al.,
2008). Cryp dokaze rychle ménit tok iontd skrz bunétnou plasmalemu a ovliviiuje
prechodnou produkei reaktivnich forem kysliku, ktera je doprovéazena také tvorbou NO
(Blein et al., 1991, Bottin et al., 1994, Lherminier et al., 2009). Navic bylo prokazano, Ze
u tabaku oSetieném CryB, doslo také k akumulaci obranného proteinu PR-1 (Ricci et al.,

1989).

2.3.3.1 Mutantni formy kryptogeinu
Pii studiu vlivu struktury elicitini byl testovan efekt elicitint s cilenou mutaci vedouci
k zaméné aminokyselin ve vybranych pozicich. Takto byly pfipraveny mutantni formy
Cryp L13V, V84F, L41F,L80 a dalsi).

Nahrazeni lysinu v pozici 13 valinem vedlo k prudkému snizeni toxicity a zaroven
ke snizeni vazby sterolti oproti nemodifikovanému Cryf (O’Donohue et al., 1995,
Dokladal et al., 2012). Mutantni forma V84F ma valin zaménény za fenylalanin, coz je
objemngjsi aminokyselina a diky této zmé&né ma kryptogein schopnost vazat pouze
mastné kyseliny, ale nevaze steroly, nicméné v pienosu fosfolipidli je velmi podobny
nemodifikovanému Cryf (Dobes et al., 2004). Podle Dokladal et al. (2012) je rezistence

vyvolana mutantem V84F srovnatelnd s nemodifikovanym Cryf.

2.3.4 Signalni drahy rostlin aktivované elicitiny
Elicitiny jsou rozpoznavané receptorovymi proteiny na povrchu buné¢k, tzv. RLP
(receptor-like protein), které vyzaduji transmembranové proteiny BAKI/SERK3
a SOBIR1 (Chaparro-Garcia et al., 2011, Du et al., 2015). V soucasné dob& Vv ramci
intenzivni studie zamétfené na receptorové proteiny byl naklonovan povrchovy receptor
elicitinti z divokého typu Solanum microdontum, ktery napomaha fizeni HR a bunécné
smrti (Du et al., 2015).

Interakce elicitint s receptory v rané fazi infekce, vyvolad imunitni odpovéd’, ktera

zahrnuje fosforylaci efektorovych proteinti, aktivaci chloridovych kanalkt, rychlou
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produkci reaktivnich kyslikovych radikali (ROS - reactive oxygen species) pomoci
aktivace NADPHoxidas (E.C.1.6.3.1), zvySeni koncentrace Ca?* iontl V cytosolu
a aktivaci kaskady MAPK (Tavernier et al., 1995, Chaparro-Garcia et al., 2011).
Alkalizace extracelularniho média vede k zesileni aktivace NADPH oxidasy
a k rychlejsimu zabudovani Ca?* do buné&ené stény (Hahn, 1996).

Diky vyplaveni K* a CI" z buiiky dochazi k depolarizaci membrany, coz vede
nejprve k aktivaci NADPH oxidas a blokaci H*-ATPasy. NADPH oxidasa produkuje O,
ktery se pfeméni poté na peroxid vodiku a dal§i ROS, zatimco inhibici H*-ATPasy dojde
ke snizeni pH cytosolu a zvySeni intracelularniho mnozstvi ATP (Pugin et al., 1997)
(Obr.9).

Kromé& ROS jsou do obrannych reakci rostlin zapojeny také reaktivni formy
dusiku (RNS - reactive nitrogen species). Pii aplikaci elicitind dochazi k prudkému
zvySeni koncentrace NO, kterda reguluje enzymové aktivity prostiednictvim
posttransla¢nich modifikaci jako je S-nitrosylace cysteinovych thiolti (Astier et al., 2011).

V pribéhu pozdni faze obranné reakce dochazi k expresi obrannych gent, které
koduji tzv. PR (pathogenesis-realated) proteiny, fenylalaninamoniaklyasu ¢i proteiny
biosyntézy fytoalexini. Dale dochézi k aktivaci signalnich drah ET, JA a kyseliny
salicylové (SA) a k aktivaci SAR (Kawamura et al., 2009).
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Obr:9: Vazba elicitinu na membranovy receptor vyvola dvoufazovou akumulaci ROS. Po
navazani elicitinu dojde k aktivaci imunitnich signald: vtoku Ca®*, aktivaci MAPK a primarni
produkci ROS prostrednictvim NADPH oxidas (RBOHA a RBOHB). MAPK kaskada vyusti ve
stimulaci genové exprese rbohb a nasledné k sekundarni produkci ROS, hypersenzitivni reakci
a bunécné smrti. Efektor RXLR Avr3A z Phytophthora infestans negativné ovlivituje bunétnou
smrt vyvolanou pomoci INF-1 (upraveno dle: Derevnina et al., 2016).

d
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2.3.5 Hypersenzitivni reakce a bunééna smrt

Adachi et al. vroce 2015 potvrdil, ze k hypersenzitivni reakci dochazi az po aktivni
sekundarni produkci ROS, kterd vznika aktivaci MAPKs, které¢ fosforyluji transkripéni
faktory WRKY7/8/9/11. V disledku toho dochazi k sekundarni produkci ROS, ktera vede
k buné&éné smrti (Kamoun et al., 2015). Elicitiny nevyvolavaji HR a bunénou smrt
u vSech rostlin (Kamouen et al., 1997). Napt. bylo prokazano, ze Infl sice aktivuje
zékladni obranné mechanismy fizené ET a JA a zvySuje rezistenci rajete viuci patogenu
Ralstonia solanacearum, ale nedochazi k aktivaci HR. Navzdory aktivaci téchto
signalnich drah a pfi aplikaci Infl o koncentraci 100 nmol/ml (koncentrace, ktera bézné
aktivuje HR u tabaku) neni aktivovana HR a rozvoj infekce P. infestans neni potlacen,
tzn. rajce vaci patogenu zustava citlivé (Kawamura et al., 2009). Podobné pii studiu
pusobeni proteinové frakce z bunééné stény, ktera obsahovala elicitiny z nepatogenniho
organismu Phytium oligandrum, doslo k aktivaci signalnich drah fizenych ET a JA bez
spusténi HR a aktivace bunééné smrti (Takenaka et al., 2006).

Studie od Kamoun et al. zr. 1997 ukazuji, ze rostliny reagujici na elicitiny
vykazuji vyssi rezistenci vii€i patogentim, které produkuji elicitiny, nez vici tém, které je
neprodukuji. Tato skute¢nost je demonstrovana na systémech P. parasitica a P. infestans
po infekci tabaku, kdy nizka produkce elicitini pfimo koreluje se zvySenou virulenci.
V ptipadé P. parasitica nedochazi k produkei elicitinti, coz koreluje s virulenci na tabaku.
Rozpoznavani elicitinl je tedy vyznamnou soucasti nehostitelské rezistence zastupcti
Nicotiana vuci P. infestans a dalSim druhim Phytophthora, které elicitiny produkuji
(Kamoun et al., 1998).

Produkce efektord patogennimi oomycetami do rostlinné buniky muze vést
k potla¢eni imunitnich odpovédi hostitelské rostliny (Win et al., 2012) (Obr. 10). Jako
ptiklad Ize uvést cytoplasmaticky efektor P. infestans AVR3, ktery potlacuje proces HR
vedouci k bunécéné smrti aktivovany Infl (Bos et al., 2006). Mechanismus tohoto
pusobeni je limitovan efektorem AVR3, ktery fidi hostitelsky ubikvitin-proteasomovy
systém stabilizaci rostlinné E3 ubikvitin ligasy CMPGI. Dalsi studie odhalily vice nez 30
efektori ze Ctyf ruznych druhii oomycet, které potlacuji imunitni odpovédi vyvolané

Inf1(Gilroy et al., 2011).

2.3.6 Systémové ziskana rezistence
Systémové ziskana rezistence (SAR) pfedstavuje hlavni mechanismus, prostiednictvim

kterého rostliny aktivuji obranné mechanismy nejen v mistech samotného ptisobeni
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stresového faktoru, ale také v ostatnich ¢astech rostliny (Luna et al., 2012). Inicia¢ni faze
muze byt pouze prechodna a zahrnuje veskeré procesy, které vedou k vytvofeni tohoto
typu rezistence, jako napi. produkce jasmonatti a derivatl indolu, ktera je néasledovana
akumulaci SA (Truman et al.,, 2010). Soucasné dochazi také k akumulaci dalSich
obrannych sloucenin jako je methylsalicylat (MeSA), glycerolipidy, kyselina azaleova
a glycerol-3-fosfat (Luna et al., 2012). Podle Liu et al. (2011) je SAR kontrolovana
interakci mezi MeSA a DIR1 (protein prendsejici lipidy) a lipidovymi derivaty. Zavislost
SAR na MeSA ovliviiuje 1 svétlo — pokud je SAR vyvolana v dobé, kdy je svétla méng,
rostliny ziskaji méné svétla, MeSA a enzymy, které jej metabolizuji, se tak stavaji pro

SAR esencialnimi (Obr.10).

Aktiy:zce P'rop’a%ace /Okl;.rana. ;’rrﬁes?tl \ —
signall signdali N imatizace sfisiily
A |
Systémové o @ Metabolity
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R ¢ produkce ROS

) Signal vapenatych
: iontl

Stresové-specificky
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Obr. 10: Hypoteticky model lokalni a systémové stresové signalni transdukce u rostlin: Lokalni
stresovy stimul vyvola rychlé signalni drahy jako napf. zvySeni hladiny cytosolického Ca?",
produkci ROS a aktivaci stresové-specifickych metaboliti v rdmei prvnich vtefin ¢i minut. Tyto
signaly pfenasené po celé rostliné mohou systémove aktivovat obranné ¢i aktivaéni mechanismy
jako napf. rast, vyvoj a pteziti bunék (ptfevzato z Baxter et al., 2014).

Studie se zamétovaly zejména na signalni dréhy, jeZ fidi indukci SAR pro kterou
je nutna endogenni akumulace SA, ktera plisobi jako rostlinny hormon a také akumulace
transkripéniho faktoru NPR1 (nonexpressor PR1 proteinii), ktery se Gcastni interakci
mezi JA a SA a JA-dependentnich obrannych procest (Durrant a Dong, 2004; Koornneef
a Pieterse, 2008).

Nasledujici faze udrzovani popisuje ustdleny stav, ktery je vysledkem procest

.....

reakce a lokalni bunécéné smrti také dals$i zmény, jako je masivni transkripcni
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pfeprogramovani, které je zavislé na transkripénim faktoru NPR1 a dalSich transkrip¢nich
faktorech, poté nasleduje produkce obrannych, pfipadné signalnich latek, jako je SA,
MeSA, ROS, NO a dalsi (Metraux et al., 1990; Jung et al., 2009) (Obr.11). V dusledku
produkce téchto latek dochazi dale k systémové expresi antimikrobialnich PR gent i ve
vzdalenych neinfikovanych pletivech. Jedna se o sekundarni obranny mechanismus vici
infekci, ktery mize pretrvavat tydny, mésice Ci celé¢ vegetaéni obdobi (Durrant a Dong,
2004). Diky témto mechanismim je rostlina schopna odolavat Sirokému spektru
patogennich hub, oomycet, virt i bakterii (Kuc, 1987). SAR neni oproti ETI spojena
S programovanou bunécénou smrti, naopak umoziuje bunkdm piezit ve stresové situaci

(Dong, 2004).
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Obr.11: Signalni transdukce vramci Systémové ziskané rezistenci (SAR). Primarni lokalni
infekce mtize vyvolat nejen efektorové-vyvolanou imunitu (ETI), kterd je c¢asto spojena
S programovanou buné¢nou smrti, ale také produkci kyseliny salicylové (SA) v chloroplastech
prostiednictvim aktivity isochorismatsynthasyl. Dale jsou produkovany molekuly jako napf.
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kyselina azealova (AzA), glycerol-3-fosfat (G3P), methylsalicylat (MeSA), anebo
dehydroabietinal (DA). AzA reguluje expresi proteinu Az11 (inhibitor proteas, prenase¢ lipidu),
zatimco G3P a DA vyzaduji pro své funkce DIR1 (protein pirenasejici lipidy). Akumulace SA
ovliviiuje redoxni potencial buiiky, Translokace NPR1 (nonexpressor PR1 proteinit) do jadra je
regulovana prostfednictvim S-nitrosoglutathionu (GSNO) a thioredoxini (TRX). Koncentrace
NPRI je kontrolovana hladinou SA diky receptoriim pro NPR3 a NPR4. Vysoka koncentrace SA
v misté infekce umoziuje interakci mezi NPR1-NPR3 a degradaci NPR1, pficemz poté dochazi
k ETI a programované bunééné smrti (PCD). U bun€k ve vzdaleném pletivu od mista primarni
infekce ptechodna hladina SA pterusi interakci mezi NPR1-NPR4, coz vyusti v akumulaci NPR1.
NPRI1 poté reaguje s transkripénimi faktory (TF), nasleduje exprese PR proteint (PR-1, PR2, PR-
5) a dochazi ke vzniku rezistence vuéi sekundarni infekci. Dochazi také k acetylaci histonu H3K9
a methylaci histonu H3K4 na genovych promotorech, které doprovazeji SAR. Methylace DNA
a proteiny, které ovliviiuji sbaleni chromatinu (SNI1) a opravu DNA (RAD51, BRCA2) mohou
udrzovat stabilitu genomu nejen v ramci souCasné generace, ale také u potomstva (pievzato z Fu
a Dong, 2013)

2.4 Reaktivni formy kysliku

Pojem reaktivni formy kysliku (ROS) zahrnuje reaktivni radikaly kysliku, jako je napf.
hydroxylovy radikdl (OH"), superoxidovy radikal (O2’), peroxid vodiku (H202) ¢i
singletovy kyslik (*O2). ROS jsou konstitutivné produkovéany v nizkych hladinach pii
béznych fyziologickych procesech jako je fotosyntéza, respirace, oxidace mastnych
kyselin apod (Mittler,2002) (Tab. 4)

Tyto formy kysliku vytvari rozsdhlou signdlni sit’, kterd kontroluje u aerobnich
organismil dulezité biologické procesy, jako je napf. rist a vyvoj ¢€i reakce na
biotické/abiotické stresové faktory (Mittler et al., 2011). Membranové propustny peroxid
vodiku muze slouzit jako signalni molekula, kterd ovliviiuje bunéény mechanismus
zahrnuty v rustu, vyvoji a odpovédi na enviromentalni stimuly (Xia et al., 2009). ROS
také kooperuji s dalSimi signalnimi molekulami a hormony, coZ pfispiva k regulaci fady
biologickych procesti, které probihaji v riznych typech pletiv za rozdilnych
enviromentalnich podminek. V ramci bunky mohou také ROS nespecificky reagovat
s makromolekulami typu proteinti, DNA ¢i lipidl a tim zpUsobit oxidaci proteinli, mutace
DNA nebo peroxidaci lipidii, coz mize vést k progresivni senescenci az programované

bunécné smrti (Beckman a Ames, 1998).
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Tab.4: Reaktivni formy kysliku a jejich vlastnosti (pfevzato z Das a Roychoudhury, 2014).

ROS tie Zdroje Funkce Reakce s DNA  Reakce s proteiny Reakce s DNA Zachycovaci systémy
Superoxid 1-4 ps Membrany Reakce se slou¢eninamis  Ne Pomoci Fe-centra Extrémné nizka SOD
chloroplasty dvojnou vazbou (Fe-S
mitochondrie proteiny)
Hydroxylovy 1 us Membrany, Extrémné reaktivni se Rychla Rychle Rychla Flavonoidy a prolin
radikal chloroplasty, vSemi biomolekulami
mitochondrie
Peroxid vodiku 1ms Membrany Oxidace proteint, tvorba Ne Atakuje Cys-rezidua  Extrémné nizka CAT, POX a
chloroplasty hydroxylového radikalu flavonoidy
mitochondrie
peroxisomy
Singletovy kyslik ~ 1-4 ps Membrany Oxidace proteinti a DNA Reaguje s G- Atakuje Trp, His, Polynenasycené Karotenoidy a a-
chloroplasty reziduem Tyr, Met a Cys- mastné kyseliny tokoferol
mitochondrie rezidua
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Hlavnim intraceluldrnim zdrojem ROS u Zivoc¢ichl jsou mitochondrie, zatimco
u rostlin jsou to chloroplasty a peroxisomy (Obr. 12). Ve dne vyprodukuji chloroplasty
u rostlin 20x vétsi mnozstvi ROS nez mitochondrie, ovSem v noci jsou nejvétSim

producentem ROS mitochondrie (Rhoads et al., 2006).
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Obr.12: Hlavni mista produkce ROS vcetné lokalizace hlavnich antioxida¢nich enzymu.
Glykolatoxidasa  (E.C.1.1.3.1) (GO), 3-fosfoglycerat (3PGA), ribulosa - 1,5-
bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa (E.C.4.1.1.39) (RUBISCO), ribulosa-1,5-bisfosfat (RuBP),
superoxiddismutasa (E.C.1.15.1.1) (SOD), xanthinoxidasa (E.C.1.18.3.2) (XOR), katalasa
(E.C.1.11.1.6) (CAT), askorbatperoxidasa (E.C.1.1.11.1) (APX) (ptevzato z Das et al., 2015).

2.4.1 Produkce ROS

Za béznych fyziologickych podminek je hladina ROS regulovana ptitomnosti fady
antioxidacnich systému. Pokud vlivem vnéjsiho faktoru dojde k poruseni rovnovahy mezi
produkci a degradaci ROS, zména v intracelularni hladiné ROS miize vést ke zménam
vV bunécném transkriptomu (Orozco-C’ardenas et al., 2001). VétSina organismi se na
ROS adaptovala a vyuziva je zejména jako sekundarni pfenasece v procesu transdukce
signalu do jadra (Orozco-C’ardenas et al., 2001).

Extracelularni produkci ROS, ktera je indukovana na zakladé ptisobeni vnéjsiho
stimulu, zajist'uji peroxidasy bunééné stény a NADPH oxidasy, které jsou u rostlin znamé
jako tzv. RBOHSs (homology oxidas béhem oxidacniho stresu). RBOHs reguluji signalni
dréhy rostlin zahrnuté v rastu kofenovych vlaska, otevirani/zavirani priiduchti, v obrané
rostlin a aklimatizaci na bioticky a abioticky stres (Miller et al., 2009;Suzuki et al.,
2011). Rostlinné RBOHs maji cytosolickou FAD- a NADPH-vazebnou doménu na

C-konci a k tomu Sest konzervovanych transmembranovych domén, které jsou homologni
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k savéim NADPH oxidasam (Obr. 13). Tyto enzymy maji na na N-konci Ca®** vazebné
EF domény (pro vazbu elongac¢niho faktoru) a cilova mista pro fosforylaci, ktera jsou

nezbytna pro zvySeni jejich aktivity (Kobayashi et al., 2007).

N-terminalni doména

Obr.13: Zakladni struktura RBOH proteinu. RBOH ma cytosolarni FAD- a NADPH-doménu na
C-konci a Sest konzervovanych transmembranovych domén. N-konec obsahuje dvé EF-domény
a fosforylaéni mista, ktera jsou nezbytna pro aktivitu RBOH (pievzato z Baxter et al., 2014).

Pomoci RBOH proteinti je produkovan v apoplastu superoxidovy radikal, ktery je
dale (ne)enzymaticky pfeménén. Bylo zjisténo, Ze oxalatoxidasa je zahrnuta v produkci
ROS v kofenovych bunkach béhem sucha, zatimco glykolatoxidasa (GOX) hraje roli
v nehostitelské rezistenci vuéi patogenu, jak bylo potvrzeno u Arabidopsis a tabaku
(Rojas et al., 2012; Voothuluru a Sharp, 2013). V pribéhu obrannych reakci rostlin se
podili na produkci ROS také peroxidasy (PRX) (1.11.1.x). Jako pfiklad 1ze uvést PRX33
a PRX34, které prispivaji u Arabidopsis k produkci ROS béhem aplikace houbového
elicitoru nebo bakterialnich patogeni. Takto produkované ROS maji zna¢ny vyznam také
pii ukladani kalosy nebo expresi obrannych genti (Wrzaczek et al., 2013).

Produkce ROS a enzymu ucastnicich se jejich metabolismu je transkripéné
regulovana. Konkrétné v kofenovych bunikach transkripéni faktor TF UPBEAT]1 reguluje
expresi peroxidas a tudiz kontroluje hladinu ROS, kterd je dilezitd pro vyvoj kotfene
(Tsukagoshi et al., 2010). Na urovni transkripce MAPKS je regulovana exprese RBOH,
ktera je vyvolana mechanickym poskozenim (Takahashi et al., 2011).

2.4.2 Odbouravani ROS
Mechanismy vedouci k degradaci ROS pii jejich zvySenych intracelularnich hladinach
Ize klasifikovat jako enzymové a neenzymové (Jamieson, 1998). Neenzymové systémy

zahrnuji malé, ve vodé€ rozpustné molekuly, které jsou prostfednictvim ROS oxidovany
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a tudiz tyto oxidanty eliminuji. Mezi takové slouCeniny patii napt. glutathion (GSH),
fytochelatiny, kyselina askorbova, prolin, polyaminy, flavonoidy, alkaloidy ¢i
karotenoidy (Jamieson, 1998).

2.4.2.1 Neenzymové mechanismy odbouravani ROS

Askorbat (AA) je nejvice prostudovany antioxidant, ktery slouzi jako donor elektroni

pro enzymové i neenzymové reakce. VéEtSina AA se tvofi v mitochondriich Smirnoff-
Wheelerovou drahou, mensi mnozZstvi je generované z kyseliny D-galakturonové (Barnes
et al., 2002). AA je lokalizovan ptevazné v cytosolu, ale v mensi mife i v apoplastu a je
tak jednou ze slozek prvni linie obrany vii¢i ROS (Barnes et al., 2002). AA je oxidovan
na MDHA (monodehydroaskorbat), ktery je bud’ ihned redukovan na askorbat, nebo
disproporciuje na akorbat a dehydroaskorbat za katalyzy fady antioxida¢nich enzymd,
které budou nasledné uvedeny (Obr. 15). Zaroven AA reaguje s ROS a regeneruje
a-tokoferol z tokoferoxylového radikalu a tim chrani membrany bunék ptfed oxida¢nim
poskozenim (Shao et al., 2005).

Redukovany glutathion (GSH), thiolovy tripeptid, je vyznamny antioxidant

a rustovy regulator, ktery se kumuluje v redukovaném stavu v cytoplasmé rostlinnych
bun¢k (zejména v ER, mitochondriich, chloroplastech, vakuolach, peroxisomech), kde je
produkovan ve vysokych koncentracich. Uastni se mnoha biologicky vyznamnych
procest, jako je bunécny rast a déleni, bunécnd diferenciace, senescence, regulace
transport siranti, detoxifikace xenobiotik, propojeni metabolitd, regulace enzymové
aktivity, syntéza proteintli, nukleotidii, fytochelatini a exprese genli odpovidajicich na
stres (Mullineaux a Rausch, 2005). Pti zméné jeho redoxniho stavu dochazi k ovlivnéni
mechanismi hypersenzitivni reakce vedouci k programované bunécné smrti (Romero-
Puertas et al., 2008). GSH zachycuje ROS, chrani rizné biomolekuly tvorbou aduktl
nebo je redukuje. GSH, ktery je zakladnim stavebnim kamenem fytochelatind
vznikajicich za katalyzy fytochelatinsynthasy, se tak podili i na chelataci tézkych kovi,
¢imz se eliminuje potencialni zdroj ROS (Roychoudhury et al.,2012).

a-tokoferol je lipofilni antioxidant nepostradatelny pro ochranu biologickych
membran pred poskozenim ROS ¢i lipidovych radikalt (Kiffin et al., 2006). Existuji Ctyfi
isoformy tokoferolu, které jsou syntetizované fotosyntetizujicimi organismy. a- tokoferol
je syntetizovan z y-tokoferolu pomoci y-tokoferolmethyltransferasy (E.C.2.1.1.95), poté

je schopny reagovat s lipidovymi radikaly typu RO a ROO' (R = reziduum mastné
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kyseliny), které preménuje na TOH' (tokoferolovy radikal). Radikal TOH' je nadale
redukovan interakci s GSH a AA (Igamberdiev et al., 2004).

Karotenoidy, pati mezi lipofilni antioxidanty, které jsou produkovany
Vv plastidech rostlin 1 mikroorganismu. Patii do tzv. ,,anténnich molekul®, které absorbuji
svételné zareni o vlnové délce 450-570 nm a prfenasi jej na molekuly chlorofylu.
Karotenoidy vykazuji antioxida¢ni aktivitu v téchto krocich: 1) reaguji s produkty
lipidové peroxidace a ukonéuji fetézové reakce, 2) zachycuji 'Oz a vytvaii teplo, 3)
zabratiuji tvorbé 'O, reakci s3Chl* (excitovany chlorofyl v tripletovém stavu)
a excitovanym chlorofylem Chl*, 4) rozptyluji prebytek excitacni energie pomoci
xantofylového cyklu (Fini et al., 2011).

Flavonoidy se u rostlin vyskytuji hlavné v listech, kvétech a pylovych zrnech
a mohou byt klasifikované na zéklad€¢ struktury na flavonoly, flavony, isoflavony
a anthokyaniny. Kromé zachycovani ROS umoziuji pigmentaci kvétin, ovoce, kli¢eni
semen a Ucastni se také obrannych reakci vici patogenu (Fini et al., 2011).

Prolin je iminokyselina zmirfiujici toxické pusobeni ROS a je povazovana za silny
neenzymaticky antioxidant. Prolin je syntetizovan z kyseliny glutamové, kdy v prvnim
kroku katalyzovaném  &-pyrrolin-5-karboxylatsynthetasou (E.C.2.7.2.11) vznika
&-pyrrolin-5-karboxylat a nasledné za katalyzy pyrrolin-5-karboxylatreduktasy (EC
1.5.1.2) vznika prolin. V prubéhu stresu se prolin akumuluje u rostlin ve vysokych
koncentracich v disledku jeho zvysené syntézy ¢i redukované degradace (Verbruggen

a Hermans, 2008).

2.4.2.2 Enzymové mechanismy odbouravani ROS

Enzymové mechanismy degradace ROS zahrnuji superoxiddismutasu, rizné peroxidasy —
napt. glutathionperoxidasu (E.C.1.11.1.9) (GPRX) a askorbatperoxidasu (1.11.1.11),
glutathionreduktasu (GR) (E.C.1.6.4.2), monodehydroaskorbatreduktasu (MDHAR)
(E.C.1.6.5.4), dehydroaskorbatreduktasu (DHAR) (1.8.5.1), peroxiredoxin (Prx)
a katalasu (CAT) (E.C.1.11.1.6) (Obr.14, Tab. 5) (Heller a Tudzynski, 2013).
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Thiolové-nezévisly peroxidovy Thiolové-dependentni peroxidovy metabolismus,

me@bqlismpa. . ; R Priibéh signalizace je také mozny diky antioxidacni aktivité
Antiokidacni systémy se U¢astni signalizace za jednotku &asu (za sekundu)

diky efektim na trovni peroxudu.
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katalasou nezdvisle na -glutatnionové |glutathionpe- peroxiredoxin peroxiredoxin
glutathionu dréha roxidasy

Obr.14: Piehled nejlépe charakterizovanych enzymu, které se podili na metabolismu peroxidu
vodiku. Legenda: 2-cysteinperoxidasa (2CPRX); askorbat (ASC), dehydroaskorbatreduktasa
(DHAR), monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR), NADPH-thioredoxin C (NTR), peroxidasa
typu 1l (PRXII), voda/alkohol (ROH), ROOH = H,O; nebo organicky peroxid, atom siry
disulfidického mustki (S), sulfhydrylova (thiolova) skupina (SH), funkéni supina kyseliny
sulfonové (SOH) (pievzato z Noctor et al. 2014).

Superoxiddismutasa je metaloenzym pfitomny u vSech Zivych organismi. Lze

rozliit tfi isoenzymy, které se li$i bunéénou lokalizaci a kovem vazanym v molekule.
Piikladem je mitochondrialni Mn-SOD, chloroplastova Fe-SOD a Cu/Zn SOD
v cytosolu, peroxisomech a chloroplastech (Mittler et al., 2002). Superoxidovy radikal
pomoci SOD se pieménuje na peroxid vodiku, ktery je aktivné zapojen v prvni linii
obrannych reakci, avSak v piipadé jeho nadbytku je peroxid vodiku degradovan CAT
nebo GPX (Lin et al., 2009).

Katalasa je tetramerni enzym obsahujici ve své molekule vazany hem, ktery
katalyzuje dismutaci peroxidu vodiku na vodu a kyslik, zaroven také pieméiuje
organické peroxidy. CAT je lokalizovanéd piedevSim v peroxisomech a mitochondriich,
kde se ucastni odbourani H.O2, ktery vznikd v pribéhu B-oxidace mastnych kyselin,

fotorespirace, katabolismu purinu ¢i oxida¢niho stresu (Mittler et al., 2002).
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Tab.5: Prehled enzymovych a neenzymovych antioxidac¢nich systému vcetné funkci a bunééné
lokalizace (pievzato z Das a Roychoudhury, 2014).

Enzymové antioxidanty Katalogové Katalyzovana reakce Subcelularni
¢islo lokalizace
Superoxiddismutasa 1.15.1.1 20, + 2H" — H;0;, + O, Peroxisomy,
(SOD) mitochondrie,
chloroplasty,
cytosol
Katalasa 1.11.1.6 2 H,0, —» O, + 2 H,0 Peroxisomy,
(CAT) mitochondrie
Askorbatperoxidasa 1.11.1.11 2 H,0,+ AA —2 H,O + DHA  Peroxisomy,
(APX) mitochondrie,
chloroplasty,
cytosol
Monodehydroaskorbatreduktasa 1.6.5.4 2 MDHA + NADH — Mitochondrie,
(MDHAR) 2 AA + NAD* chloroplasty,
cytoplasma
Dehydroaskorbatreduktasa 1.85.1 DHA +2 GSH — AA + Mitochondrie,
(DHAR) GSSG chloroplasty,
cytoplasma
Glutathionreduktasa 1.6.4.2 GSSG + NADPH — Mitochondrie,
(GR) 2 GSH + NADP* chloroplasty,
cytoplasma
Guajakolperoxidasa 1.11.1.7 H.0, + DHA — 2 H,0 + Mitochondrie,
(GPX) GSSG chloroplasty,
cytoplasma,
endoplazmat.
retikulum
Neenzymové Funkce Subcelularni lokalizace

antioxidanty

Kyselina askorbova
(AA)

Detoxifikace H2O; s pomoci
APX

Peroxisomy, mitochondrie,
chloroplasty, cytosol, vakuola,
apoplast

Redukovany glutathion  Detoxifika¢ni kosubstrat GR ~ Peroxisomy, mitochondrie,

(GSH) a GST chloroplasty, cytosol, vakuola,
apoplast

a-Tokoferol Detoxifikace produktt Bunééné membrany

lipidické peroxidace

Karotenoidy

Tlumi prebytek energie
z fotosystému

Chloroplasty a dalsi plastidy

Flavonoidy Zachycova¢ H202, 02", OH" Vakuola
Prolin Zachycova¢ OHa Oy, chrani  Mitochondrie, chloroplasty,
pted lipidickou peroxidaci cytoplasma

2.4.3 Askorbat-glutathionovy cyklus

Jedna se o hlavni antioxidaéni mechanismus rostlinnych bun¢k, ktery likviduje

nadmérnou produkci ROS béhem vyvoje a neptiznivych podminek. Tento cyklus tvoii

enzymy jako je askorbatperoxidasa, monodehydroaskorbatreduktasa, dehydroaskorbatre-
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duktasa a glutathionreduktasa a dal$i neenzymové antioxidanty jako je askorbat a
glutathion (Obr. 15) (Ahmad et al., 2013).

g Oxidovany
H202 Askx;rbal (Ashy NADP' glutathion (GSSG) NADPH
\ ' \ 2 Z N
[ Askorbﬁlp«to‘idusa]s Monodchydroaskorbitreduktasa Dehydroaskorbitreduktasa Glutathienreduktasa
(APX) {MDHAR) (DHAR) (GR)
HZO MQHA NAUPH Redukovany NADP"
Saal glutathion (GSH)
Dehydroaskorhit
(DHA)

Obr.15: Askorbat-glutathionovy cyklus. APX katalyzuje redukci peroxidu vodiku a oxidaci
askorbatu za vzniku vody a MDHA. Pokud se MDHA rychle nezredukuje zpét na askorbat
prostfednictvim MDHAR, rozpadne se spontanné na askorbat a DHA. DHAR recykluje askorbat
z DHA za pouziti redukovaného glutathionu, ktery je regenerovany ¢innosti NADPH-dependentni
reakce. Legenda: prerusované linie zna¢i neenzymové reakce, askorbatperoxidasa (APX),
monodehydroaskorbat (MDHA), dehydroaskorbat (DHA), redukovany glutathion (GSH),
oxidovany glutathion (GSSG), monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR), dehydroaskorbatre-
duktasa (DHAR), glutathionreduktasa (GR) (ptevzato z Ahmad et al., 2013).

Askorbatperoxidasa je hlavnim enzymem askorbat-glutathionového cyklu. Je

mozné rozlisit pét isoforem tohoto enzymu, které se vzajemné li§i bunéénou lokalizaci
(cytosolickd, mitochondridlni, peroxisoméalni a chloroplastovd — stromatéalni
a thylakoidni) a aminokyselinovym sloZenim. V cytosolu a chloroplastech zastava stejnou
funkci jako CAT, ale jeho hlavni funkci je pfeména H202 na vodu a dehydroaskorbat
(DHA), kdy jako redukéni ¢inidlo slouzi kyselina askorbova (Sharma a Dubey, 2004).
APX se ucastni dillezitych fyziologickych procest, jako je abioticky stres, kli¢eni semen,
vyvoj noduli, a tvorba lateralnich kofent (Correa- Aragunde et al., 2015). Regulace
aktivity APX pfispiva mimo jiné ke kontrole programované bunééné smrti (De Pinto et
al., 2013).

Monodehydroaskorbatreduktasa regeneruje askorbat z monodehydro-askorbatu
(MDHA) za vyuziti NADPH jako redukéniho cinidla. Jakmile je kyselina askorbova

regenerovana mize byt znovu oxidovéana v peroxisomech APX. Dosud je znamo nékolik
isoenzymit MDHAR, které¢ jsou lokalizované v mitochondriich, peroxisomech,
chloroplastech, glyoxysomech a cytosolu (Mittler et al., 2002).

Dehydroaskorbatreduktasa redukuje dehydroaskorbat na askorbat, za vyuziti

GSH jako donoru elektront. Dehydroaskorbatreduktasa se takto podili na udrzovani

bunééné hladiny askorbatu a redoxniho potencialu v symplastu a apoplastu. DHAR je
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mozné detekovat v semenech, kotenech a vyhoncich rostlin (Chen a Gallie, 2006; Eltayeb
et al., 2007).

Glutathionreduktasa je oxidoreduktasou flavoproteinového typu, kterd vyuziva
NADPH jako reduk¢ni ¢inidlo pro redukci GSSG na GSH. Redukovany glutathion se

uplatiiuje pii regeneraci askorbatu z MDHA a DHA a nakonec je znovu oxidovan na
GSSG. Glutathionreduktasa je tedy rozhodujicim enzymem pti usporadani disulfidovych
mustki v GSSG a podili se na udrzovani vysokého bunéc¢ného poméru GSH/GSSG. GR
se nejhojnéji vyskytuje v chloroplastech, v mensi mife také v mitochondriich a cytosolu
(Asada, 2006).

Guajakolperoxidasa je monomerni oxidoreduktasa, ktera vaze hem jako kofaktor

a je ptitomna v cytosolu, chloroplastech, bunécné sténé i extracelularnim prostoru. SlouZzi
k eliminaci piebytku H2O2 za normalnich podminek i v pribéhu stresu. Hraje klicovou
roli také pti biosyntéze ligninu a uplatiiuje se pii obrannych reakcich rostlin, kdy
degraduje kyselinu indoloctovou za vyuziti peroxidu vodiku. GPX vyuziva jako donory

elektrontl aromatické slouc¢eniny jako je pyrogallol ¢i guajakol (Asada, 2006).

2.5. Reaktivni formy dusiku

Oxid dusnaty patii mezi hlavni zastupce tzv. reaktivnich forem dusiku (RNS). Do
skupiny téchto dusikovych radikali lze Fadit nitrosoniovy ion (NO¥), nitroxylovy ion
(NO), NO" radikal, oxidy dusiku (NO2, Nz03), kyselinu dusitou HNO,,
S-nitrosoglutathion (GSNO) a S-nitrosothiol (Ferrer-Sueta a Radi, 2009) (Obr.16, Tab.6).

Tab.6. Prehled zakladnich reaktivnich forem dusiku (pfevzato z Rahman et al., 2012).

Radikalové formy dusiku Jiné formy dusiku
Oxid dusnaty (NO) Oxid dusicity (NO2)
Kyselina dusita (HNO,) Nitrosylovy kation (NO*)

Nitrosylovy anion (NO")

Oxid dusiéity (N20a)

Oxid dusity (N2O3)
Peroxydusitan (ONOO")
Kyselina peroxydusita (ONOOH)
Alkylperoxydusitany (ROONO)
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Obr.16: Reakce NO v biologickych systémech. 1) Reakci NO se superoxidem vznika
peroxydusitan (ONOO"). 2) Tyrosiny obsazené v proteinech mohou reagovat s peroxydusitanem
za vzniku nitrovanych adukti (Tyr-NO-). 3) Alternativné peroxydustian reaguje s NO za tvorby
oxidu dusi¢itého (NOz). 4) NO; vznika také reakci NO s kyslikem, rychlost reakce je ptimo
umérna koncentraci NO. 5) NO: podléhd radikalové reakci s NO za vzniku oxidu dusitého
(N203). 6) V piitomnosti nukleofilu jako napt. thiolatu, N,O3 pfenasi svou nitrososkupinu (NO™)
a tvori nitrosothiol (S-nitrosace). ROS ¢i RNS slouzi jako akceptory elektronii béhem oxidace
thiolath. 7) Oxidaci thiolt vznikaji thiylové radikaly, které s NO tvoii S-nitrosothioly
(S-nitrosylace) (pievzato ze Zaffagnini et al., 2016).

2.5.1. Role NO u rostlin
NO a ostatni RNS hraji dilezitou roli v pribéhu zivotniho cyklu rostlin. NO je
nizkomolekularni latka plynného skupenstvi, kterd pronika skrz bunky prostou difuzi a
ucastni se dualezitych fyziologickych procesi, jako je napt. klieni, regulace otevirani
praduchd, inhibice aktivity uritych enzymd, aktivace obrannych genti a MAP kinasové
kaskady, ¢i reakce na abioticky/ bioticky stresovy faktor a dalsi (Wilson et al., 2008).
K NO siganalizaci dochazi prostiednictvim komplexni sité sekundarnich ptenasecu, jako
jsou Ca?*, cGMP ¢&i cADP, které piispivaji k regulaci exprese fady genti (Trapet et al.,
2015).

Noritake et al. vroce 1996 poprvé prokazal akumulaci fytoalexinu risitinu
U bramboru oSetteném NO. V fad¢ studii byla prokézand signalni role NO, vedouci ke
aktivaci exprese gend, napf. kodujicich enzymy fenylpropanoidové drahy (napf.
fenylalaninammonialyasa — PAL), enzymy zahrnutych v biosyntéze fytoalexind
(Delledonne et al., 1998). Mimo jiné se NO dale podili také na expresi genl pro
biosyntézu SA, ktera funguje jako hlavni regulaéni prvek systémovych obrannych reakci
(Polverari et al., 2003). NO je soucasti komplexni signalni sité¢ zahrnujici krom¢ peroxidu
vodiku a dalSich reaktivnich forem kysliku (ROS), také hormony a dilezité sekundarni

prenasece jako je Ca?" nebo cGMP, cAMP, cADP-ribosa (Gaupels et al., 2011).
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V prubéhu infekce ¢i plsobeni jiného stresového faktoru dochédzi u rostlin k rychlé

produkci a prudkému narustu hladiny ROS i RNS (Baxter et al., 2014).

2.5.2 Produkce RNS

Dostupnost oxidu dusnatého v priibéhu zivota rostlin zavisi na riznych mechanismech
jeho syntézy, ale také i jeho degradace (Obr.17). Oxid dusnaty je produkovan kazdou
rostlinnou burikou piedevsim v peroxisomech, chloroplastech a mitochondriich, ale jeho
hladina kolisa v zavislosti na pisobeni endogennich i exogennich stimula (Galatro et al.,
2013; Vanlerberghe, 2013). Existuji dva hlavni mechanismy jeho tvorby u rostlin -

oxida¢ni a redukéni metabolicka draha (Ribeiro et al., 1999).

Peroxisomy
Arginin-dependentni tvorba NO
S-nitrosoglutathion (GSNO) a S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR)

Hemoproteiny/ proteiny s molybdo- kofaktory Fe-S klastri
Katalasa
Xanthinoxidoreduktasa

Buné¢na sténa
Neenzymaticky [
Chloroplasty

Arginin-dependentni tvorba NO
S-nitrosoglutathion (GSNO) a S-nitrosoglu-
tathionreduktasa (GSNOR)
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S.nitrosoglutathion (GSNO) a S-nitrosoglutathion-
reduktasa (GSNOR)
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Obr.17: Buné¢na lokalizace tvorby a degradace NO (pfevzato z Helmolz-Muenchen -German
Research Center for Environmental Health: https://www.helmholtz-muenchen.de)

U savct je NO tvofen prostiednictvim NO synthasy (E.C.1.14.13.39), nicméné
rostlinny genom neobsahuje homology tohoto enzymu (Frohlich a Durner, 2011). Corpas
a Barroso vroce 2014 zachytili aktivitu podobnou Zivocisné NOS vV extraktech listi
hrachu, které byly vystavené inhibitortim sav¢i NOS. Doposud byl evidovéan pouze jediny

ptipad v tisi rostlin, kdy byla detekovana NO synthasa a to v ptipadé zelené motské fasy

Ostreoccus tauri, ktera vykazovala 45% sekvencni podobnost s s lidskou NOS (Foresi et
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al., 2010). V roce 2015 zjistil Kumar et al. pomoci vetfejnych datovych bank sekvence
podobné NOS také u Bathycoccus prasinos a Ostreococcus lucimarinus. V oxidacni
draze produkuje NO enzym, ktery ma podobnou funkci jako savéi NO synthasa (NOS),
ktera vyuziva jako substrat L-arginin, jez je dale pieménovan na citrullin, jak bylo
potvrzeno immunogold znacenim ¢i pomoci chemiluminiscence (Del Rio et al., 2002;
Corpas et al., 2004). Zaroven byl tento enzym lokalizovan v kofenech, stoncich a listech
hrachu (Corpas et al., 2006). NO je tvofen také prostfednictvim oxidace hydroxylaminu
¢i polyamina — Vv ptipadé oxidace polyamini se NO zaroven ucastni také kotfenového
vyvoje, stresu pii suchu a embryogeneze (Tun et al., 2006, Arasimowicz-Jelonek et al.,
2009). Mechanismus oxidac¢ni tvorby NO probiha v chloroplastech, mitochondriich ¢i
peroxisomech. (Rumer et al., 2009). Oproti tomu redukéni draha probihajici
v mitochondriich vyuZivd konverzi dusicnanu na NO za katalyzy NAD(P)H-
dependentninitratreduktasy (NR) (E.C.1.7.1.2), ktera pfeméni dusi¢nan na dusitan, dale
dochazi pomoci mitochondridlniho elektronového transportniho fetézce za tuCasti
nitrittNO reduktasy (NiNOR) (E.C.1.7.2.1) k redukci dusitanu na NO, nebo také
k redukci peroxisomalni xanthinoxidoreduktasou (XOR) (E.C.1.17.3.2), (Rockel et al.,
2002; Gupta at al., 2005) (Obr.18).
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Obr.18: Rovnovaha a biosyntéza NO u rostlin. Nitratreduktasa (NR) katalyzuje redukei dusi¢nanu
(ziskaného asimilaci) na dusitan. Dal§i redukce dusitanu na NO probihd enzymovée
prostfednictvim NR nebo mitochondridlnimi elektron-transportnimi fetézci nebo neenzymove
(reduktivni drahy). Alternativné mutze k syntéze NO dochazet diky oxidaci hydroxylaminu,
polyaminti ¢i L-argininu. U rostlin probihd syntéza z L-argininu pomoci enzymu, ktery je
podobny sav¢i NO synthase. V tomto pripadé je hladina NO ovlivnéna aktivitou nesymbiotickym
hemoglobinem 1-dioxygenasou (nsHb1) (E.C.1.14.12.17), ktera pfeméfiuje NO na dusi¢nan. NO
také mize reagovat s redukovanym glutathionem (GSH) nebo thioly za vzniku S-nitrosothiold.
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Cervené Sipky znadi tzv. nitrat-NO cyklus (napf. pfi hypoxii), zelené Sipky odpovidaji
biosyntézam, bilé Sipky znaci reakce zahruté¢ v udrzovani rovnovahy NO (pfevzato z Moreau et
al., 2010).

Produkce NO zavisi na bunécné/organové lokalizaci, ale také na vnéjSich
podminkach. NiNOR tvofi oxid pouze v kofenech a hraje vyznamnou roli v pribéhu
mykorhizy s houbami (Moche et al., 2010). XOR je aktivni za anaerobnich podminek, ¢i
ve stavu hypoxie, kdy jako substrat vyuziva xanthin nebo NADH (Godber et al., 2000).
NR vytvaii NO predev§im pfi obrannych reakcich rostlin na sucho, osmoticky stres,

uzavirani praduchu, ¢i chlad (Stohr et al., 2001, Srivastava et al., 2009).

2.5.3 Interakce mezi RNS a ROS
Signalni drahy NO a ROS v prubéhu biotickych interakci jsou tizce propojené (obr.19).
Vzajemnym pisobenim mohou ovliviiovat expresi genli zahrnutych v stresovych reakcich

rostlin, primarni metabolismus nebo fytohormonalni signalizaci (Moreau et al., 2010).
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Obr. 19: Kiizové reakce mezi RNS a ROS v rostlinnych bunikach: Peroxid vodiku produkovany
NADPH oxidasou vede k aktivaci nitratreduktasy (NR) a produkci NO. Akumulace NO naopak
prostiednictvim S-nitrosylace oslabi aktivitu NADPH oxidasy, coz brani nadmémé produkci
ROS. V pribéhu asimilace dusiku je prenesen dusicnan (NOs’) dusi¢nanovymi transportéry
(NRT) a redukovan na dusitan (NO2") pomoci NR. Nasledné je dusitan redukovan na NO diky
NR. NO reaguje vV pfitomnosti kysliku s redukovanym glutathionem (GSH) za tvorby
S-nitrosoglutathionu (GSNO). GSNO je preménén S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR)
(E.C.1.2.1.46) na oxidovany glutathion (GSSG) a amoniak (NHs). Produkce NO vede
k S-nitrosylaci GSNOR a inhibici jeji aktivity, ¢imz se zabrani degradaci GSNO (pfevzato
z Damiani et al., 2016).

NO je z hlediska svého redoxniho potencialu schopny ucastnit se Sirokého spektra

fyziologickych chemickych reakci. Muze interagovat s nadbytkem O2 za tvorby
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peroxydusitanu (ONOO). V ptipadé vysoké hladiny NO dochazi ke tvorbé oxidu
dusitého a nasledné nitrosaci (adice NO). Pokud je hladina NO i1 O™ vysoka, autooxidaci
NO se vytvati oxid dusicity (Frein et al., 2005). Peroxydusitan spolu s ROS je ve vysoké
koncentraci u rostlin schopny ovlivnit aktivitu proteini prostiednictvim tyrosinové
nitrace anebo posttransla¢ni modifikace sulfenylace cysteinovych rezidui, zaroven dokaze
poskodit také DNA nebo vyvolat peroxidaci lipidi (Astier a Lindermayr, 2012; Gaupels
et al, 2011). Hladina peroxydusitanu v buikach je regulovana peroxiredoxiny
(peroxidasy na bazi thiolt), pficemzZ peroxidasova a peroxydusitanreduktasova aktivita
Prx Il E z A. thaliana mize byt pii biotickém stresu inhibovana S-nitrosylaci, coz zesiluje
Skodlivé ucinky peroxydusitanu (Romero-Puertas et al., 2007).

Pokud NO reaguje s kyslikem, tvoti se zpravidla dusitan a dusi¢nan. Takto
vytvoreny dusitan slouZi poté jako substrat pro opétovnou produkeci NO prostiednictvim

NR (Damiani et al., 2016).

2.5.3.1 Interakce RNS a ROS v priibéhu symbiézy

Piikladnym modelem interakce ROS a NO je symbidza bobovitych rostlin
s bakteriemi Rhizobium. Béhem riznych vyvojovych stadii nodul Rhizobia byla
zazamenana vyraznd produkce NO. Snizenim produkce NO doslo také k ovlivnéni vyvoje
nodul béhem casnych fazi infekce. Analogické vysledky byly zaznamenany také pii
detekci ROS béhem této interakce, coz znaci, ze NO 1 ROS jsou nezbytné pro pribch
symbiozy (Puppo et al., 2013) (Obr.20).

V ptipadé hypoxie nahradi dusitan, ktery vznikl jako produkt pfemény dusi¢nanu
prostiednictvim NR, kyslik jakoZto koncovy akceptor elektronii v respiracnim fetézci,
coz vyusti vprodukci NO. Takto vytvofeny NO je déale recyklovan hemoglobin-
dependetnim oxida¢nim mechanismem opét na dusicnan. Tento respirani proces se
uplatiuje predevSim v piipadé interakce rostlin s Rhizobiem a nasledné fixaci dusiku
(Meilhoc et al., 2011). Podle studie Cam et al. z roku 2012 znaci vyrazny nartst NO
v nodulich bakterie vyvojov€ a stresové vyvolanou senescenci, proto bakterie dale
detoxifikuje NO, aby zabranila piedCasné senescenci nodul. Dalsi z metabolickych drah
vyuziva pfeménu NO na dusi¢nan prostiednictvim nesymbiotickych hemoglobint, jako je
napft. u Arabidopsis Hb1, kdy dochazi ke tvorbé dusi¢nanu v zavislosti na NADPH, ktery
slouzi jako zdroj elektronti (Perazolli et al., 2004). Naopak v pribéhu symbidzy jsou
u rhizobakterii pfitomné také rGzné antioxidacni enzymy, které napoméhaji udrZovat

redukéni prostiedi kompatibilni s nitrogenasovou aktivitou (Puppo et al., 2013).
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Zajimavé je, ze exprese genu kodujici NADPH oxidasu MtRBOHA (respiratory burst
oxidase homolog A) z Medicago truncatula byla omezena pouze na oblast noduly, ktera
fixuje dusik, pficemz tato exprese piimo koreluje s fixaci dusiku, coz znaéi vyznamnou
roli tohoto enzymu pifi symbidze (Marino et al., 2011). Dalsi analyzy odhalily, ze NO
kontroluje expresi gent zahrnutych Vv procesu nodulace a chelataci NO dochazi

k potlaceni regulace obrannych geni v prubéhu tvorby nodul (Boscari et al., 2013).

Obr.20: Detekce ROS a RNS béhem symbiotické rhizobialni interakce. A,B) Detekce NO pomoci
DAF-2 DA; C) Detekce H,O, DAB znaéenim; D) Detekce Oz znaenim NBT (pievzato z Puppo
etal., 2013).

2.5.4 Zapojeni RNS a ROS v obrannych reakcich rostlin

Dalsi z vyznamnych uloh NO v koordinaci s peroxidem vodiku je spusténi
hypersenzitivni reakce a programované bunééné smrti V pritbéhu stresu v infikovanych
pletivech (Yun et al., 2011). Analogické reakce vyvolala také elicitace tabakovych bunék
kryptogeinem (Kulik et al., 2015). Turrion-Gomez a Benito v roce 2011 pozorovali
produkci NO Botrytis cinereaou, pti¢emz NO difundoval do rostlinnych pletiv, kde se
ucastnil indukce HR a buné¢né smrti. Podobné patogen Magnaporthe oryzae a Blumeria
graminis silné produkuji NO béhem tvorby apresoria (Prats et al., 2008; Samalova et al.,
2013). Také Magnaporthe grisea (patogen ryze) produkuje ROS, které jsou nezbytné
Vv pribéhu patogeneze (Egan et al., 2007).
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Propojeni NO a ROS béhem obrannych reakci rostlin bylo potvrzeno také
studiemi zaméfenymi na stabilni transgenni rostlinné linie exprimujici sav¢i neuronalni
NO synthasy (nNOS). Tyto linie akumulovaly vysoké hladiny NO a H20,, které
korelovaly se zvySenou rezistenci rostlin viacéi SA, JA a ET (Chun et al., 2012, Shi et al.,
2012).

V prubéhu rostlinné obranné reakce také dochazi k NO-dependentni modulaci
produkce ROS. Yun et al. v roce 2011 prokazal, ze aktivita proteinu AtRBOHD, ktery je
zodpovédny za produkci ROS zaznamenanou po rozpoznani patogenu u Arabidopsis, je
inhibovana S-nitrosylaci. Naopak produkce NO je vyzadovana pro uplnou indukci
akumulace H20,, ktera nasledovala po oSetfeni listovych diskad A. thaliana
oligogalakturonidy. Tyto vysledky odhaluji uzkou komplexni regulaci NO a ROS

signalizace pfi obrannych reakcich rostlin (Rasul et al., 2012).

2.5.5 S-nitrosylace
Plsobeni NO je vramci rostlinné buiiky realizovdno bud’ prostfednictvim piimych
interakci NO s cilovymi molekulami, nebo pomoci posttransla¢nich proteinovych
modifikaci (Bellin et al., 2013). S-nitrosylace proteind je jednou, v soucasné dobé velmi
intenzivné studovanou, formou postranslacni modifikace proteinové struktury, kdy
dochazi vreakci s NO nebo s nizkomolekularnimi S-nitrosothioly k vazbé NO na
thiolovou funkéni skupinu cysteinu a tim k ovlivnéni proteinové aktivity, lokalizace
a protein-proteinovych interakci (Yun et al., 2011). Vyznamnou reakci je interakce NO
s redukovanym glutathionem (GSH) za tvorby S-nitrosylovaného glutathionu (GSNO),
pfipadné transnitrosylace RNS s GSH. GSNO je schopen také obratem uvolnit NO nebo
funguje jako transnitrosyla¢ni ¢inidlo — tudiz je povazovan také za RNS a ptirozeny zdroj
NO. S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je enzym, ktery kontroluje hladinu GSNO
V bunice tim, Ze jej redukuje na amoniak a oxidovanou formu glutathionu - GSSG (Cai
a Jones, 1998; Liu et al., 2001, Ball et al., 2004) (Obr.21).

Béhem experimentu s Arabidopsis, kvasinkami a mysi, které byly deficientni
v GSNOR aktivité, byly prokdzany vyrazné¢ zvySené koncentrace nizkomolekularnich
S-nitrosothiolti ve srovnani s kontrolnimi divokymi typy (Liu et al., 2001). Také Kwon et
al. vroce 2012 prokazal pti experimentu s Arabidopsis, které mély narusenou funkci
GSNOR, vyznamné zvySenou hladinu S-nitrosothioll. Mimo jiné tyto rostliny
vykazovaly vici divokym typim odlisnosti ve vyvoji, imunité, termotoleranci, coz znaci,

ze GSNOR nepiimo kontroluje hladinu biologicky aktivnich S-nitrosylovanych proteint.
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Pti zvySené aktivit¢ GSNOR dochazi také ke zvySené ochrané vici béznym virulentnim
mikrobidlnim patogentiim (Feechan et al., 2005). U bakterii, kvasinek a zivocicht byla
zaznamenana pritomnost glutathion-dependentni formaldehyd-dehydrogenasy (FALDH;
EC 1.2.1.1), ktera ma podobnou funkci jako GSNOR u rostlin (Liu et al., 2001). V roce
2014 prokazal Rodriguez-Serrano et al. efekt S-nitrosylace aktinu v peroxisomech
listovych bun¢k u Pisum sativum, kdy vlivem NO doslo k rozruseni struktury aktinu a tim
i cytoskeletu. S-nitrosylace také ovliviluje enzymovou aktivitu podle Yun et al. v roce
2011, ktery detekoval diky S-nitrosylaci snizenou aktivitu NADPH oxidasy, coz vedlo

k limitované bunééné smrti v prub&hu hypersenzitivni reakce.

Bunééna signalizace
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Obr.21: Metabolismus S-nitrosoglutathionu v rostlinnych burikach. Interakce mezi GSH a NO
umoznuje produkci GSNO prostiednictvim S-nitrosylace. GSNO miize byt pfeménén GSNOR na
oxidovany glutathion (GSSG), ktery je substratem glutathionreduktasy (GR). GSSG je nasledné
zredukovan na redukovany glutathion (GSH). GSNO jako nejbézné&jsi nizkomolekularni S-nitrosothiol
reaguje se slthydrylovymi (-SH) skupinami proteind za tvorby vysokomolekuldrnich S-nitrosothiolt
(S-transnitrosace). Tyto S-nitrosothioly mohou pienaset NO na -SH skupinu dalSich proteint (P1-SH)
procesem S-transnitrosace. Naopak GSH také interaguje se specifickymi -SH skupinami proteinil
Vv procesu tzv. S-glutathionylace (pievzato z Corpas et al., 2013).

2.5.5.1 Role transkrip¢niho kofaktoru NPR1 v pribéhu S-nitrosylace

Vyzkum genové exprese Vlivem NO byl ovlivnén objevem transkripéniho kofaktoru
NPR1, ktery funguje jako hlavni regulator rostlinych imunitnich odpovédi a jehoZz
aktivita je regulovana pomoci S-nitrosylace, coz pfispélo k dal§imu studiu signalnich
funkci NO (Fu a Dong, 2013). NPR1 jsou stabilizovany v cytosolu prostfednictvim
intermolekularnich disulfidovych mustki do oligomert za podpory S-nitrosylace.

Pasobeni thioredoxini naopak umoznuje uvolnéni monomernich NPR1, pficemz tento
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proces usnadnuje SA, ktera ma vyznamnou roli pfi vytvafeni rostlinné imunity (Tada et
al., 2008). Rovnovaha mezi monomery a oligomery NPR1 je tedy klicovym bodem
vytvafeni rostlinné imunity (Yu et al., 2014). S-nitrosylace v pozdnich fazich rostlinné
imunity dale inhibuje vazebny protein SA (SABP3) a aktivitu karbonatanhydrasy (Wang
et al., 2009). Translokace NPRI1 do jadra je inibovana zvySenou koncentraci
cytosolického peroxidu vodiku. NPR1 je tak regulovan komplexnim ptisobenim S-

nitrosylace a ROS (Peleg-Grossman et al., 2010) (Obr.22).

Fyziologicky stav Infekce patogenem

Ugast karbonatanhydratasy
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Obr.22: S-nitrosylace cysteinu kontroluje aktivitu regula¢nich proteint, které se uéastni rostlinné
obrany, podporou (zelené znaCeni), nebo inhibici (Cervené znaeni) jejich aktivity. a) Za
fyziologickych podminek inhibuje S-nitrosylace prometakaspasu 9 (pMC9-cysteinproteasa, ktera
se ucastni HR) a bun&tné smrti. b) Vyvolana produkce NO v prub&hu obrany vede k S-nitrosylaci
monomeru NPR1 na multimer, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy (GAPDH) (E.C.1.2.1.12),
vazebného proteinu kyseliny salicylové (SABP3), peroxiredoxinu Il E (Prxll E), RBOHD
a glycindekarboylasového komplexu (GDC). S-nitrosylace NPR1 umoziuje jeho translokaci do
jadra a naslednou expresi obranych geni. Podobng, S-nitrosylace GAPDH také umoziuje
translokaci do jadra. S-nitrosylace SA-vazebného proteinu (SABP3) reguluje vazbu SA a aktivitu
karbonatnhydratasy a funguje jako soucést negativni zpétnovazebné¢ smycky v ramci rostlinné
imunity. Peroxiredoxin E (PrxIIE) se pfeméni na peroxydusitan. S-nitrosylaci proteinu dochazi
k oslabeni jeho aktivity a zvySeni tvorby peroxydusitanu, coz umoziuje nitraci tyrosinu (Bellin et
al., 2013;Yu et al., 2014).

NPR1 se podili také na potlaceni reakci v cytosolu, které jsou zavislé na JA, ¢imz
negativné ovliviluje interakci mezi SA a JA. Navic, enzym biosyntézy JA -
allenoxidcyklasa (E.C.5.3.99.6) je v pribéhu hypersenzitivni reakce S-nitrosylovan, coz

predstavuje mechanismus regulace hladin oxylipini (Romero-Puertas et al., 2008). Yang
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et al. vroce 2015 prokazal vyznamny aspekt interakce NO a ROS, ktery spociva
v pozitivni regulaci cytosolické askorbatperoxidasy prostiednictvim S-nitrosylace Cys-
32, coz vedlo ke zvySené rezistenci vaci oxidaCnimu stresu a pozitivnimu vlivu na
imunitni odezvu.

NO ovliviiuje také hormonalni pisobeni ET, kyseliny abscisové (ABA) a auxinu.
Piikladem je S-nitrosylace methioninadenosyltransferasy (MAT1), jez se ucastni
biosyntézy ET, ¢imz dochdzi k inhibici jeho produkce. Naopak NO aktivuje odpovédi
vici pusobeni auxinu ¢i ABA (Correa-Aragunde, 2004;Wang et al., 2009). NO zaujima
dilezité postaveni také v pripade vzajemné interakce signalnich drah JA, SA a abscisové,
zejména v piipadé¢ SA a ABA-dependentni regulace zavirani priaducht v prubéhu infekce

patogenem (Melotto et al., 2006).

2.5.5.2 Nitrosylace kovi a oxidace Zn-thiolatovych komplexi

NO je schopen tvofit reaktivni adukty sionty prechodnych kovii. Mezi nejvice
prostudované komplexy patii hemoproteiny s centrdlnimi ionty zeleza ¢i siry. Tyto
modifikace vyvolavaji zménu aktivity proteind, jak bylo potvrzeno napt. u hemoglobinu,
katalasy ¢i akonitasy (E.C.4.2.1.3) (Clark et al., 2000). Dalsim cilem NO jsou tzv.
metalothioniny, coz jsou zinek-thiolatové klastry, v tomto pfipad¢ nitrosylace zpusobit
uvolnéni zine¢natych iontli do cytoplasmy (Croix et al., 2002). Diky nitrosativnimu
stresu muze také dojit k uvolnéni zinku ze Zn-S proteinovych klastrii jako jsou Zn-finger

transkrip¢ni faktory, coz vede k ovlivnéni genové exprese (Kroncke a Carlberg, 2000).

2.5.6 Nitrace tyrosinu

V prubéhu této reakce vlozi ONOO™ nitroskupinu Vv ortho pozici do aromatického
prstence tyrosinovych rezidui (Radi, 2004) (Obr.23). Tato strukturni zména proteinu,
ktera je fizena peroxydusitanem, vyusti také ve zménu funkce proteinu a dale dochazi ke
zvySeni jeho citlivosti vici proteolyze dusledkem snizeni pK fenolické skupiny
nitrotyrosinu z 10,1 na 7,2. (Souza et al., 2000, Abello et al., 2009). Nitrace tyrosinu je
povazovana za selektivni, ale irreverzibilni proces, ktery je spjaty z patologickym

nitrosativnim stresem (Ischiropoulos, 2003).

39
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Obr.23: Nitrace tyrosinu zahrnuje dva kroky: oxidaci fenolického prstence tyrosinu na tyrosylovy
radikal (Tyr ) a pfidani NO2 k Tyr -. Tyrosylovy radikal miZe byt produkovan nékolika
jednoelektronovymi oxidanty jako je NO2, OH, ¢i COs. Existuji dvé hlavni nitra¢ni reakce:
1) prostfednictvim peroxydusitanu, ktery je tvofen rychlou reakci mezi NO a Oz; nebo
2) prosttednictvim NO, produkovanym reakci H.O, a NO>™ v pritomnosti hemoperoxidasy (HPO)
(ptevzato z Corpas et al., 2013).

Tato reakce md& znaény vyznam hlavné pfi  vystaveni rostlin
abiotickému/biotickému stresu, kdy nastava prechodné zvySeni koncentrace nitrovanych
proteinti béhem obrannych reakci, jak zjistil Saito et al., 2006, ktery detekoval nitrované
proteiny o velikost 25 a 50 kDa u tabakovych BY-2 bunék, které byly infikované
elicitinem z P. infestans. Monteiro et al. v roce 2008 prokazal, Zze nitrace proteint se
objevuje u rostlin také za béznych fyziologickych podminek, koncentrace téchto proteinli
je ale niz8i oproti jejich koncentraci ve stresovych podminkach. Chaki et al., v roce 2013
zjistil, ze cilem nitrace tyrosinu za vysokych teplot je B-karbonatanhydrasa (E.C.4.2.1.1),
kterd se ucastni dodavani CO2 pro aktivitu Rubisca. Vysledkem modifikace tohoto
enzymu je snizeni jeho aktivity a ovlivnéni fotosyntézy. Z dalsi studie od Corpas et al.,
zroku 2013 vyplyva, ze nitraci NADH-dependentni hydroxypyruvatreduktasy
(E.C.1.1.1.81) doslo ke ztraté jeji funkce v peroxisomech.

Na nitraci tyrosinu mé vliv také pisobeni ROS. Enzym Nox (NADPH oxidasa,
RBOHD) je aktivovan v piipadé¢, kdy se ligand navaze na receptor plasmatické
membrany a poté vytvari Oz". Prostfednictvim SOD je superoxidovy anion pfemeénény na
peroxid vodiku a ten je nasledné¢ importovany do cytosolu, kde reaguje s dvéma enzymy.

Prvni z nich je tyrosinkinasa (E.C.2.7.10.2), ktera fosforyluje proteiny obsahujici ve své
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molekule tyrosin. Reakei tyrosinkinasy s H2O2 dochazi k jeji aktivaci. Zaroven reaguje
peroxid vodiku s tyrosinfosfatasou (E.C.3.1.3.48), ktera naopak odstraiiuje fosfatovou
skupinu z proteint, které obsahuji tyrosin. Touto reakci tak dochazi k inaktivaci
tyrosinfosfatasy (Rhee, 2006) (Obr.24).
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Obr.24 Produkce, ochrana a signalni aktivita peroxidu vodiku. Aktivace fady bunéénych
receptorti aktivuje NADPH oxidasu (Nox), ktera je situovana na plasmatické membrané nebo
v membranovych organelach jako jsou endosomy, kde produkuje H.O,. Aby H,O, mohl fungovat
jako intracelularni signalni molekula, musi byt transportovan do cytosolu. Zde zvySuje
tyrosinovou fosforylaci proteinu prostiednictvim inaktivace protein tyrosinfosfatas, zatimco
aktivuje protein tyrosinkinasy. Pfechodna ochrana signalu peroxidu vodiku z bohatého
cytosolického peroxiredoxinu vyuasti zreverzibilni inaktivace téchto enzymid pomoci
hyperoxidace ¢i fosforylace (pievzato z Rhee, 2006).

2.5.7 Vliv posttransla¢nich modifikaci na enzymovou aktivitu

Ovlivnéni enzymové aktivity posttranslacnimi modifikacemi bylo studovano na ptikladu
APX (Obr.25). Proteomicka analyza ukazala, ze cytosolicka APX (CAPX) je cilem
thioredoxind (TRX) (Marchand et al., 2004). Inkubaci cAPX a TRX in vitro se aktivita
cAPX prudce snizila, coz naznacuje, ze v aktivni form& cAPX je aspon jeden cystein
oxidovan. Tento cystein mize byt dale reverzibilné redukovéan thioredoxiny na
S-nitrosothioly (SNOs) nebo kyselinu sulfonovou (SOH), ¢imz dochazi ke snizeni

enzymov¢ aktivity. Také po oSetieni APX reduktanty, jako je glutathion ¢i dithiothreitol,
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byla zaznamenana snizena aktivita APX (Gelhaye et al., 2006). Také karbonylace cAPX
z Antiaris toxicaria vedla k irreverzibilnimu snizeni enzymové aktivity (Bai et al., 2011).

Clark et al. v roce 2000 detekoval snizenou aktivitu tabakové APX, ke které doslo
vazbou NO na hem jako prostetickou skupinu. Podobn¢ Lozano-Juste a Le6n v roce 2011
potvrdil nitraci tyrosinovych zbytkti cAPX z Arabidopsis. Také Tanou et al. v roce 2012
detekoval nitrovanou cAPX v kofenech citrusu, ktery byl vystaven salinité. Begara-
Morales et al. v roce 2013 prokazali, ze nitrace tyrosinu cytosolické askorbatperoxidasy
vyvola inhibici enzymu, coz potvrzuje komplexni roli NO a ROS interakci. Tato
modifikace vznikd na Tyr5 a Tyr235, coz vyustilo v inhibici aktivity hraskové cAPX
(Begara-Morales et al., 2013). V ptipadé S-nitrosylace cAPX byly ziskany rozporuplné
vysledky. In vivo S-nitrosylovana cAPX ze semen A. toxicaria je diky této modifikaci
chranéna pred karbonylaci a zaroveii 1 aktivita enzymu je v pribéhu kli¢eni zvySena (Bai
et al., 2011). Tuto studii podporuje i vyzkum Begara-Morales et al., z roku 2013, ktery

zaznamenal zvySenou aktivitu hraskové cAPX v prubéhu solného stresu.
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Obr.25: Posttranslaéni modifikace ¢cAPX vyusti v fadu redoxné-zalozenych regulaci enzymové
aktivity. Nadbytek ROS vytsti v karbonylaci APX. NO nitrosyluje Cys-32, nebo vytvati kovové
adukty s zelezem nebo hemem. Peroxydusitan nitruje Tyr 5 a Tyr 235 cytosolické APX z hrasku.
Nékteré oxidativni formy cysteinovych zbytkd u APX jsou reverzibilni a mohou byt redukované
thioredoxin-NADPH-thioredoxinreduktasou  (E.C.1.8.1.9).  Glutathion =~ (GSH)  muze
glutathionylovat cysteinové zbytky, &imZ potladi aktivitu APX. Legenda: Cervené linie zna&i
inhibici enzymové aktivity, zelené linie znaGi naopak aktivaci. Cerné linie znaéi rozporuplné
udaje o tom, zda S-nitrosylace ovlivni aktivitu APX (ptevzato z Correa- Aragunde et al., 2015).

K S-nitrosylaci cAPX také dochazi pii teplotnim Soku v pribéhu programované
bunécné smrti, jak bylo prokdzano u BY-2 tabdkovych bunék. Béhem tohoto experimentu

byla popsana inhibice enzymové aktivity prostfednictvim S-nitrosylace, ubikvitinace
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a degradace cAPX béhem teplotniho Soku a aplikce H20», které vedou k PCD ¢i jeji
degradaci v proteasomu (De Pinto et al., 2013) (obr.27).

Akutni stres
NADPH oxidasa

Produkce ROS (O, H,0,)
l NOS-like/NR

NO + 0,9 ONOO

Karbonylace SNO \
Noz
! %
SNO @')
Karbony]\ace
(hoy

v
Degradace

Obr.27: ROS a RNS produkované pii akutnich fyziologickych stresech (sucho, teplotni Sok,
zasoleni a PCD) vedou k degradaci APX. APX je cilem mnoha redoxnich modifikaci jako je
S-nitrosylace, nitrace a karbonylace, které ovliviuji aktivitu enzymu. Tyto redoxné-fizené
posttranslacni modifikace mohou byt signaly urCujici ubikvitinaci APX a jeji degradaci
Vv proteasomu (pievzato z Correa-Aragunde et al., 2015).

Regulace enzymové aktivity prostiednictvim NO byla déale demonstrovana
experimentem od Martinez et. al. v roce 2014, kdy vSechny tfi isoformy SOD z riznych
eukaryotnich organismi podléhaly enzymové inaktivaci zpisobené peroxydusitanem
fizenou nitraci. Sehrawat et al. v roce 2013 prokazal vyrazné zvySeni aktivity SOD po
aplikaci S-nitrosoglutathionu. Holzmeister et al. v roce 2015 zjistoval zmény v aktivité
isoenzymti SOD z A. thaliana pii pusobeni posttranslacnich modifikaci. Prokazal, ze
S-nitrosylace neovlivnila vyrazné aktivitu SOD, zatimco nitrace inhibovala aktivitu Mn-
SOD1, Fe-SOD3 a CuZn-SOD3, aktivita ostatnich isoenzymu se nezménila.

Pfi  experimentech srostlinnou katalasou bylo prokazano, Ze nitrace
I S-nitrosylace inhibuje enzymovou aktivitu (Clark et al., 2000; Ortega-Galisteo et al.,

2012). Pomoci proteomické analyzy bylo zjisténo, Ze katalasa podléhd intenzivni nitraci

v pribéhu dozravani plodd pepte, disledkem toho se sniZuje jeji enzymova aktivita
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a schopnost odstraniovat peroxid vodiku, coz odpovidd zvySenému oxidativnimu

metabolismu v tomto procesu (Chaki et al., 2015).

2.5.8 Regulace askorbat-glutathionového cyklu prostiednictvim nitrace tyrosinu
Proteomické analyzy identifikovaly vSechny enzymy askorbat-glutathionového cyklu
jako potencialné nitrovatelné proteiny (Tanou et al., 2012) (obr.28). Begara-Morales et
al. v roce 2015 odhalil cilové tyrosinové zbytky pro nitraci a potencialni zmény v aktivité
antioxida¢nich enzymt vtomto cyklu, ke kterym doSlo diky posttranslacnim
modifikacim. Prokazal, Ze cytosolickd APX z hrasku je disledkem nitrace inaktivovana,
coz ohrozuje funkci askorbat-glutathionového cyklu pfti detoxifikaci ROS.

Podle dalsich vyzkumi Begara-Morales et al. z roku 2015 tidi peroxydusitan
nitraci rekombinantni hraskové MDHAR v misté Tyr213, Tyr292 a Tyr345, coz vyvola
inhibici enzymové aktivity. Tato inhibice miiZze naruSit regeneraci askorbatu a omezit
funkci askorbat-glutathionového cyklu. Déle prokdzal mistné-cilenou mutagenezi ze
hlavnim cilem nitrace u MDHAR je Tyr345, protoze je umistén ve vzdalenosti 3,3 A od
His313, ktery se ucastni vazby NADP, coz znamend, Ze nitrace Tyr345 mize zménit
pozici kofaktoru, coz vede ke snizeni proteinové aktivity.

Jako dalsi cil nitace tyrosinu byla identifikovana glutathionreduktasa (Chaki et al.,
2009). U Zivocichl inhibuje peroxydusitan aktivitu lidské a hovézi GR nitraci Tyr106
a Tyr114, které lezi v sekvenci pobliz vazebného mista pro GSSG (Savvides et al., 2002).
Zajimavé je, ze u chloroplastovych a cytosolickych GR z hrasku nebyla detekovana po
nitraci zaddnd vyraznd zména v aktivit¢ enzymu, coz je neobvyklé vzhledem
k pfedpokladanému snizeni/ztraté aktivity (Chaki et al., 2013; Begara-Morales et al.,
2015).

2.5.9 Regulace askorbat-glutathionového cyklu prostiednictvim S-nitrosylace

Studie Tanou et al. zroku 2012 a Begara-Morales et al. zroku 2015 prokazaly, Ze
vSechny enzymy askorbat-glutathionového cyklu mohou podléhat S-nitrosylaci, ktera
ovlivni jejich aktivitu (obr. 27).

Nejlépe prostudovanym enzymem z hlediska regulace askorbat-glutathionového
cyklu je askorbatperoxidasa. Correa-Aragunde et al. vroce 2013 naznadil, ze APXI
z A. thaliana podléha S-nitrosylaci in vivo a auxiny-fizena denitrosylace poté snizuje
aktivitu enzymu; tento efekt byl potvrzen také oSetfenim APXI1 rekombinantnim

proteinem CysNO. Také De Pinto et al. vroce 2013 prokazal inhibici tabakové APX
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vlivem S-nitrosylace pomoci GSNO. In silico analyzou bylo zjisténo, ze cilem
S-nitrosylace je Cysl68. V pribéhu S-nitrosylace totiz vznikd Zzeleznato-nitrosylovy
komplex mezi NO a hemovou skupinou Zeleznatého iontu. Cysl168 lezi v blizkosti
hemové skupiny a proto je schopny snadno interagovat a zaroven je tak zodpovédny za
inaktivaci enzymu coz ohrozuje ¢innost askorbat-glutathionového cyklu (De Pinto et al.,
2013).

Fares et al. v roce 2011 detekoval S-nitrosylovanou dehydroaskorbatreduktasu na
Cys20 z A. thaliana za fyziologickych podminek. Také Kato et al. v roce 2013 prokazal
S-nitrosylaci DHAR na Cys20 a Cys147 z bramboru, pfi¢emz tato modifikace negativné
ovlivituje enzymovou aktivitu. Begara-Morales et al. vroce 2015 prokazal, ze
S-nitrosylace rekombinantni peroxisomalni MDHAR z hrasku také inhibuje aktivitu
enzymu. Béhem této studie bylo také prokazano in silico a za pomoci evoluéni analyzy ze
Cys68 je nejvhodnéjsim cilem pro S-nitrosylaci zptisobenou aplikaci GSNO. Inhibice
DHAR a MDHAR zptisobena S-nitrosylaci Cys68 a Cys 197 tak miize omezit regeneraci
askorbatu v askorbat-glutathionovém cyklu a tim znemoznit jeho spravnou funkci.

DalSim S-nitrosylovanym enzymem, jemuZ byly vénované védecké studie je
glutathionreduktasa. Begara-Morales et al. vroce 2015 prokazal, ze S-nitrosylace
chloroplastové a cytosolické GR z hrasku prostfednictvim GSNO nezpusobi vyrazné
zmény v enzymové aktivité, ve srovnani s nitraci tohoto enzymu. Naopak S-nitrosylace
savéi GR pomoci GSNO vyusti v inhibici enzymové aktivity, jak popsal Beltran et al.
vroce 2000. Podobné i lidskdA GR je inhibovana S-nitrosylaci Cys 58 a Cys 63
prostiednictvim GSNO (Becker et al., 1995).

Askorbat-glutathionovy cyklus

Nitrace tyrosinu N\
NADPH
H2°2 \ 1 /
NO
H,0 «1 NADP
S-nitrosylace Y,

Obr.27: Regulace askorbat-glutathionového cyklu pomoci NO. NO tidi askorbat-glutathionovy
cyklus prostiednictvim posttransla¢nich modifikaci jako je nitrace tyrosinu a S-nitrosylace APX
a MDHAR. Aktivita MDHAR je sniZzena v piipadé obou modifikaci, aktivita APX se plisobenim
nitrace tyrosinu snizi, ale pusobenim S-nitrosylace se zvysi. Aktivita GR se pilisobenim
modifikaci vyznamn€ neméni. To znaci, ze APX a GR detoxifikuji H20> a regeneruji GSH, ¢imz
udrzuji rezistenci cyklu vii¢i nitrosa¢nimu stresu (pfevzato z Begara-Morales et al., 2015).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Akrylamid/bis-akrylamid (Sigma, USA); L-askorbat (Duchefa Biochemie, Nizozemsko),
4-chlor-1-naftol (Sigma, USA); bromfenolova modi (Acros Organics, Belgie);
diaminobenzidin (DAB), dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR); Evansova
modf (Fluka, Svycarsko); hydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR); dithiothreitol
(Sigma, USA); etanol (Lach-Ner; CR); fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Fluka,
Svycarsko); glycerol bezvody (Sigma, USA); guajakol (Rusko), hovézi sérovy albumin
(BSA) (Sigma, USA); hydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR); kyselina mlé¢na
(Lach-Ner, CR); kyselina octova (Lach-Ner, CR); methanol (Sigma, USA); n-butanol
(Sigma, USA); N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Fluka,Svycarsko);
nitrotetrazoliova modf (Sigma, USA); peroxid vodiku (Lach-Ner, CR); persiran sodny
(APS) (Fluka, Svycarsko); polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) (Fluka, Svycarsko),
rekombinantni proteiny: Infl, Infl V13K/A14T, Infl V84F, CryB X24, Cryp K13V,
Cryp V84F (byly poskytnuty doc. Mgr. Janem Lochmanem, Ph.D. z Ustavu biochemie
MU, Brno); Tris HCI (MP Biomedicals, Francie).

3.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické¢ véhy (Sartorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
digitdlni pH metr WTW 526 (InoLab, Némecko); digitdlni predvazky (KERN,
Némecko); dokumenta¢ni zafizeni BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP, USA);
elektroforetické komiurky (Bio-Rad, USA); elektromagneticka michacka IKA
(Labortechnik, Némecko); exsikator (Kavalierglass, Ceska republika); EZ Imager (Bio-
rad, USA); chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko); mikrodesti¢ky Test plate
96F (TPP, Svycarsko); mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek
instruments, USA); svételny mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko);
tfepacka Mixing Block MB-102 (BIOER technology, Cina); vortex (Biosan, USA); zdroj
pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA).

3.3 Rostlinny material
Pro experimenty byly pouzity ¢tyfi genotypy Solanum spp., které se lisily rezistenci vuci
patogenu P. neolycopersici:

e S. lycopersicum cv. Amateur — citlivy genotyp
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e S. lycopersicum cv. MicroTom — rezistence neni dosud urena
e S. chmielewskii — stfedn¢ rezistentni genotyp
e S. habrochaites — rezistentni genotyp

Semena jednotlivych genotypti byla zaseta do perlitu a po vykli¢eni déloznich listh
presazena do kvétinacl se zahradnickou zeminou. Ve stafi 6-8 tydnd byly rostliny

pouzity pro experimentalni zpracovani. Rostliny byly péstovany ve skleniku pii 25°C.

3.4 Patogen

Pro experimenty byl pouzit patogen padli rajéatové (Pseudoidium neolycopersici; C2),
ziskany z rajéete (S. lycopersicum, cv. Lucy) ze skleniku Statni rostlinolékatské spravy
v Olomouci. Patogen P. neolycopersici byl poskytnuty a napéstovany doc. RNDr.
Barborou Mieslerovou, Ph.D. z Katedry botaniky UPOL. Patogen byl udrzovan na 2-3
meésice starych rostlinach vysoce citlivého genotypu rajéete (S. lycopersicum,
cv. Amateur) péstovanych ve fytotronu pfi teplot¢ 18-20 °C a se svételnym rezimem
12/12 h (den/noc). Padli bylo ve dvoutydennich intervalech pfeinokulovavdno vzdy na

nove Cisté rostliny.

3.5. Metody

3.5.1 Priprava rostlinného materialu — elicitace listi s naslednou inokulaci
patogenem Pseudoidium neolycopersici.

V ramci ptipravy rostlinného materialu byly pouzity pravé listy ¢tvrtého rostlinného patra
ze vSech Ctyf genotypu. Listy byly ponofeny do kadinky s roztokem 500 nM elicitinu
(CryB, Cryp K13V, Cryp V84F, Infl, Infl V13K, Infl VV84F). Jako kontrola slouzil list,
ktery byl ponofen do destilované vody. Dalsi kontrolou byl list bez aplikace
elicitinu/destilované vody. Nasavani probihalo v exsikatoru pod vakuem po dobu 15
minut. Pro zvySeni Uspé&S$nosti nasavani elicitini/vody do listd bylo provedeno do
kazdého listu 6 vpichl ostrou jehlou. Nésledné byly listy umistény v Petriho miskach ve
fytotronu pii teploté 18-20°C a svételném rezimu 12/12 h (den/noc). Rapik listu byl
obalen vihkou vatou. 48 h po elicitaci byly na jedné tfetiné vzorki (kontrolnich
1 oSetfenych elicitiny) fotograficky zdokumentovany pozorované zmény na listech a poté
byly listy zmrazeny tekutym dusikem a uchovany pii -80°C pro nasledujici experimenty
nebo byly tyto listy pouzity pro histochemickou detekci produkce a lokalizace ROS.

Druha tfetina vzorkl byla nainokulovana patogenem P. neolycopersici metodou listového
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otisku. Tyto listy stejné jako zbyvajici cast listi (tj. posledni tfetina vzorkd —
neinokulovana patogenem) byly nadale umistény v Petriho miskach ve fytotronu pfi
teploté¢ 18-20°C a svételném rezimu 12/12 h (den/noc) po dobu dalSich 48 h. Na zavér
experimentu, tj. po 4 dnech od aplikace elicitinti, byly fotograficky zdokumentovany
pozorované zmény na listech. Z Casti listi inokulovanych patogenem P. neolycopersici
byly piipraveny listové disky, které byly nasledné pouzity pro fytopatologické

vyhodnoceni vyvoje patogenu.

3.5.2 Piiprava listovych disku pro fytopatologickou studii vlivu aplikace elicitint na
vyvoj patogenu Pseudoidium neolycopersici.

Listy jednotlivych genotypi Solanum spp. byly nainokulované patogenem metodou listového
otisku. Jako zdroj patogenu byly pouzity listy S. lycopersicum cv. Amateur, jejichz povrch
byl z 90-100 % pokryty bilym myceliem rajcatového padli. 48 h po inokulaci byly pfipraveny
pomoci korkovrtu listové disky o priméru 12 mm. Disky byly nasledné ulozeny do
sklenénych flakonek s ledovou kyselinou octovou po dobu dvou dni. Po uplynuti této doby
byly disky dikladné proplachnuty destilovanou vodou a inkubovany 10 minut s1 %
Evansovou modii. Nasledné byly listy pteneseny do glycerolu a postupné mikroskopicky

vyhodnoceny.

3.5.3 Fytopatologické zhodnoceni vyvoje patogenu Pseudoidium neolycopersici

Pfipravené listové disky inokulované patogenem P. neolycopersici byly vyhodnoceny
pomoci svételného mikroskopu (200x zvétSeni). Na kazdém disku bylo vyhodnoceno 100
konidii. Hodnotil se procentudlni pocet naklicenych a nenaklicenych konidii, délka a

pocet klicnich vlaken.

3.5.4 Lokalizace produkce reaktivnich forem kysliku

Po 48 h od elicitace byla jedna sada listi rajéatovych genotypti ponofena do Petriho
misek s Cerstvym 2,5 mM roztokem DAB, zatimco druhd sada do Petriho misek
s Cerstvyym 2 mM roztokem NBT. Jako kontrola slouzily listy ponofené do 10 mM
roztoku kyseliny askorbové. Pro zvyseni infiltrace roztokid do pletiv byly Petriho misky
vloZeny na 5 minut do exsikatoru, kde probihalo nasavani pod vakuem. Poté byly listy
V Petriho miskach inkubovany s uvedenymi roztoky po dobu 2 h. Po uplynuti inkubacni
doby byly listy dikladné proplachnuty destilovanou vodou a nasledné ponoieny do

odbarvovaciho roztoku (ethanol: kyselina mlééna: glycerol = 4:1:1) po dobu 20 minut pfi
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80°C. Po odbarveni byly listy vlozeny do Petriho misek a uchovany v glycerolu.

Pozorované barevné zmény byly fotograficky a mikroskopicky dokumentovany.

3.5.5 Priprava extraktu

Listy jednotlivych genotypi Solanum spp., které byly zamrazené kapalnym dusikem
a uchovavané pii teploté¢ -80°C byly homogenizovany V tfeci misce Vv tekutém dusiku
a vznikly prasek byl rozvazen na analytickych vahach na alikvoty, které byly dale
uchovavany pfti teploté¢ -80°C. K jednotlivym alikvotim byl pfidan 0,1 M K-fosfatovy
pufr, pH 7 v poméru 1:4 (w/v). Extrakty byly centrifugovany po dobu 20 minut, pfi
16 000 g a pti teploté 4°C. Pti ptipravé vzorkl pro nativni elektroforézu byl supernatant
smichan s 60 % glycerolem v poméru 3:1.

Extrakéni pufr: 0,1 M K-fosfatovy pufr, pH 7; 1 % PVPP; 2 mM DTT; 0,5 mM pefabloc;
2 mM EDTA

3.5.6 Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy

Aktivita APX byla méfena na mikrodestiCkovém readeru v 96 jamkovych mikrotitra¢nich
desti¢kach. V prubéhu méfeni byl zaznamenan pii oxidaci askorbatu pokles absorbance
pii vinové délce 290 nm. Reak¢ni smés v jamce obsahovala: 125 pl 0,1 M K-fosfatového
reak¢niho pufru, pH 7; 72 pl 3,5 mM askorbatu a 15 pl rostlinného extraktu. Reakce byla
odstartovana pridavkem 38 pl 10 mM peroxidu vodiku. Absorbance byla métena pii
vlnové délce 290 nm po dobu 3 minut (¢ = 39,4 | * mol™* * cm™). Ve slepém vzorku byla
na misto rostlinného extraktu pfidana destilovana voda. Roztok peroxidu vodiku

1 askorbatu byl vzdy pfipraven Cerstvy.

3.5.7 Stanoveni aktivity guajakolperoxidasy

Aktivita GPX byla stanovena modifikovanou guajakolovou metodou meéfenim na
mikrodestickovém readeru v 96 jamkovych mikrotitracnich destickdch. Byla ptipravena
smés reak¢niho pufru a guajakolu. Reakéni smés v jamce obsahovala: 155 pl smési 0,1 M
K-fosfatového pufru pH 7 a 8 M guajakolu. K této smési bylo pfidano 10 pl 10x fedéného
vzorku. Reakce byla odstartovana ptfidanim 10 ul 2 M peroxidu vodiku. Méfeni nartstu
absorbance probihalo po dobu 2 minut pii  vinové délce 436 nm

(e =4500 | *mol™ * cm™).
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Smés reakcéniho pufru a guajakolu: k 9859 ul 0,1 M K-fosfatového pufru pH 7 bylo

piidano 141 ul 8 M guajakolu

3.5.8 Detekce peroxidasové aktivity metodou nativni gelové elektroforézy

Aktivita peroxidas byla detekovéna elektroforézou na polyakrylamidovém gelu za
nativnich podminek. Touto metodou lze detekovat proteiny na zakladé jejich odlisné
pohyblivosti v elektrickém poli. Byl pfipraveny 10 % délici gel (pH 8,8) a 4 %
zaostfovaci gel (pH 6,8) dle Tab.7. Béhem ptipravy gelt byly pouzity 0,75 mm spacery.
Rostlinny extrakt byl smichan s 60 % glycerolem v poméru 3:1. Do kazdé jamky gelu
bylo vneseno 20 pl pfipraveného vzorku, do krajni jamky bylo aplikovano 5 ul
bromfenolové modii. Elektroforéza probihala v priabéhu prvnich 15 minut pfi napéti 120
V, po doputovéani zony bromfenolové modfi na rozhrani obou gelt bylo napéti na zdroji
zvySeno na 180 V (cca 50 minut). Isoenzymy peroxidas byly vizualizovany pomoci
barvici smési s 4-chlor-1-naftolem v piitomnosti peroxidu vodiku. Poté byly vysledné
gely zdokumentovany pomoci Biospectrum AC Chemi 410 (UVP, USA) a programu
ImageLab.

Tab.7: Slozeni déliciho a zaostifovaciho gelu (objemy jsou uvedeny v ml):

15M 05M
Tris/HCI, Tris/HCI,
AA/BIS pH88 pHB8 Voda TEMED  APS

10% délici gel,
pH 8,8 1,625 1,25 - 1,975 0,005 0,12
4% zaostiovaci gel,
pH 6,8 0,325 - 0,625 1,475 0,005 0,075

Roztok bromfenolové modri: 1 mg bromfenolové modfi rozpustit v 5 ml vody, k 2 ml

roztoku bromfenolové modii piidat 1 ml 60 % glycerolu
Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris/HCI, 0,192 M glycin, pH 8,3
Barvici roztok: 12,5 ml 0,1 M K-fosfatovy pufr pH 7; 3 mg 4- chlor-1- naftolu rozpustit v

2,5 ml vychlazeného metanolu; 20 pl 30 % H20:

3.5.9 Stanoveni koncentrace proteini
Stanoveni koncentrace proteinti bylo provadéno na mikrodestickovém readeru v 96
jamkové desti¢ce. Do jamek bylo pipetovano 45 ul destilované vody, 5 ul standardu BSA

nebo vzorku a 200 pl cinidla Bradfordové. Roztok ¢inidla byl pfipraven fedénim
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zasobniho roztoku Coomassie Brilliant Blue (50 mg Coomassie Brilliant Blue G250;
25 ml 95 % metanolu a 50 ml 85 % kyseliny fosforecné). Po 10 minutach byla stanovena
absorbance pfi vlnové délce 595 nm. Jako kalibra¢ni standardy byly pouzity roztoky BSA

Vv koncentracich 0,2-1,8 mg/ml.

4. VYSLEDKY

4.1 Fytopatologicka studie srovnani vyvoje patogenu Pseudoidium neolycopersici na
genotypech Solanum spp.

Prvnim cilem experimentalni casti diplomové prace bylo porovnat vyvoj patogenu
P. neolycopersici na listovych discich jednotlivych genotypi Solanum spp. Vyvojovy
stav patogenu P. neolycopersici byl vyhodnocen 48 h po inokulaci listovych diskt na
zaklad¢ stanoveni zastoupeni konidii s jednim, dvéma a tfemi vldkny, pramérné délky
klicnich vldken a kli¢ivosti konidii. Grafické vyhodnoceni stanovenych parametr je
doplnéno fotodokumentaci konidii patogenu na listovych discich.

Pti procentudlnim stanoveni kli¢ivosti konidii bylo dle ocekdvani zjiSténo nejvice
naklicenych konidii u citlivého kultivaru S. lycopersicum cv. Amateur (88 %), piekvapivé
velky pocet naklicenych konidii byl zaznamenan také u rezistentniho genotypu
S. habrochaites (83 %) (Obr.28). Mén¢ nakli¢enych konidii bylo detekovano u genotypu

cvwr

u kultivaru S. lycopersicum cv. MicroTom (65 %) (Obr.28).

H Naklicené Nenakli¢ené
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S. lycopersicum  S. lycopersicum  S. chmielewskii ~ S. habrochaites
cv. Amateur cv. MicroTom

Kli¢ivost konidii [%]

Obr.28: Srovnani klic¢ivosti konidii P. neolycopersici 48 hpi na listovych discich jednotlivych
genotypt Solanum spp.. Tmava barva znazoriiuje % kli¢icich konidii.
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patogenu na ostatnich genotypech Solanum spp., bylo detekovano na listovych discich
rezistentniho genotypu S. habrochaites (Obr.29). Zaroven u tohoto genotypu mélo
ptiblizné 23 % konidii vyvinuté pouze prvni kliéni vldkno a 41 % konidii mélo vykli¢ena
dveé vlakna. Naopak minimum konidii s 1 vlaknem, tj pouze 2 %, bylo zaznamenano
u citlivého kultivaru S. lycopersicum cv. Amateur. V pfipad¢é tohoto kultivaru bylo
detekovano také nejveEtsi zastoupeni konidii se tfemi kliénimi vlaky (88 %) a pouze 10 %
konidii s dvémi vlakny (Obr.29). U kultivaru MicroTom S. lycopersicum v porovnani
s kultivarem Amateur bylo zastoupeni konidii s vyvinutymi tfemi kliénimi vlakny nizsi
(81 %) a naopak pocet konidii s jednim (5 %) nebo dvéma vlakny (14 %) vyssi (Obr.29).
U stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii bylo detekono 14 % konidii, které¢ mély
vykli¢ené pouze prvni vlakno, 20 % konidii mélo naklicené dvé vlakna a 66 % konidii
mélo vyvinuta vSechna tii vlakna (Obr.29). Z téchto vysledku je ziejmé, ze 48 hpi je
vyvoj patogenu nejrychlej$i u obou kultivara S. lycopersicum cv. Amateur a cv.
MicroTom a nejpomalej$i na rezistentnim genotypu S. habrochaites. Vyvoj patogenu

u genotypu S. chmielewskii je oproti S. lycopersicum zpomalen.
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S. lycopersicum  S. lycopersicum  S. chmielewskii  S. habrochaites
cv. Amateur cv. MicroTom

Obr. 29 Zastoupeni konidii s jednim, dvéma a tfemi kli¢énimi vlakny patogenu P. neolycopersici
48 hpi na listovych discich jednotlivych genotypti Solanum spp. Procentové zastoupeni konidii
s 1 vlaknem (Cerna Cast sloupce), s 2 vlakny (tmaveé Seda cCast sloupce), s 3 vlakny (svétle Seda
¢ast sloupce).

Primérna délka kli¢nich vlaken byla nejniz§i na po inokulaci genotypu
S. habrochaites, kdy dosahovala u prvniho vlakna 6 um, v pfipad¢ nejdelsiho vlakna

14 pm a u tfetiho vlakna 10 um. Délky jednotlivych vlaken konidii P. neolycopersici

52



48 hpi ostatnich tfi genotypt Solanum spp. se vyznamné nelisily. Délka prvniho kli¢niho
vlakna byla srovnatelna (12-13 um) (Obr.30, 31). V piipad¢ druhého (nejdelsiho)
klicniho vldkna byla délka 24-25 pm a primérnd délka tietiho kliéniho vlakna byla
13-15 um (Obr.30, 31). U S. lycopersicum cv. MicroTom byla délka tietiho vldkna

V ramci testovanych genotypt nejvétsi (15 um) (Obr.30, 31).

| 1. vlakno m 2. vlakno 3. vlakno
30
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10 I

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

Délkai vlken [uM ]

o Ol

Obr.30: Primérna délka kli¢nich vlaken patogenu P. neolycopersici 48 hpi na listovych discich
jednotlivych genotypt Solanum spp.. Délka 1. kli¢niho vlakna (¢erny sloupec), 2. kliéniho vlakna
(tmaveé Sedy sloupec) a 3. kli¢niho vlakna (svétle Sedy sloupec).
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Obr.31: Konidie patogenu 48 hpi na listovych discich genotypu. A) S. lycopersicum cv. Amateur,
B) S. lycopersicum cv. MicroTom, C) S. chmielewskii, D) S. habrochaites.
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4.2 Fyziologicky efekt elicitace na vyvoj patogenu — fytopatologicka studie
Dalsim tukolem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo studium efektu elicitace
rostlin Cryp a Infl (pozn. ddle v textu pro jsou pouzivany zjednodusené zkratky Cry a Inf)
véetné jejich mutatntnich forem na vyvoj patogenu P. neolycopersici na listech
vybranych genotyptu Solanum spp.. Rostliny byly inokulované patogenem 48 h po
elicitaci. Vyvoj patogenu byl vyhodnocen 48 hpi. Vliv elicitini na vyvoj
P. neolycopersici byl vyhodnocen na zaklad¢ stanoveni zastoupeni konidii s jednim,
dvéma a tfemi vlakny, primérné délky kli¢nich vlaken a kli¢ivosti konidii.

Snizeni kli¢ivosti bylo pozorovano po aplikaci vSech elicitini u citlivého
genotypu S. lycopersicum cv. Amateur (Obr.32A). Nejnizsi kli¢ivost spor
P. neolycopersici byla zaznamenana po aplikaci Cry K13V (50%) a Inf VV84F (44%) ve

srovnani s kontrolnim experimentem (88%).
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Obr.32: Srovnani kli¢ivosti konidii P neolycopersici 48 hpi na listovych discich jednotlivych
genotypi Solanum spp. po elicitaci kryptogeinem, infestinem a jejich mutantnimi formami.
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A) S. lycopersicum cv. Amateur, B) S. lycopersicum cv. MicroTom, C) S. chmielewskii,
D) S. habrochaites. Tmava barva znazoriiuje % zastoupeni kli¢icich konidii. PIné oznaceni
mutantu Inf V13K uvedené v grafech je Inf V13K/A14T.

Podobné i u S. lycopersicum cv. MicroTom bylo pozorovano snizeni kli¢ivosti konidii po
aplikaci elicitini (Obr.32B). Pouze v pripadé aplikace Cry V84F nebyl zaznamenan
vyznamny efekt na kli¢ivost spor (69%) ve srovnani s kontrolnim vzorkem (65%). Velmi
vyrazné snizeni kli¢ivosti zpusobil Cry (25%) a Inf V84F (36%). Po elicitaci listd
genotypu S. chmielewskii bylo detekovano vyznamné snizeni kli¢ivosti konidii
P. neolycopersici po elicitaci Cry a jeho mutantnimi formami ve srovnani s kontrolnim
vzorkem (Obr.32C). Nejsilngjsi efekt na potlaceni klic¢ivosti konidii mél vliv Cry K13V
(32%) a Cry V84F (37%) v porovnani s kontrolnim experimentem (71%). Vyjimkou byla
aplikace Inf V84F, ktery kli¢ivost konidii naopak podpofil (87 % naklicenych konidii).
Piisobeni Inf V13K se na kli¢ivosti konidii vyrazné neprojevilo a Inf zptsobil jen malé
snizeni kli¢ivosti (64%). Podobné jako u S. chmielewskii doSlo i u genotypu
S. habrochaites po elicitaci k vyraznému snizeni kli¢ivosti konidii (Obr.32D). Pouze po
aplikaci Inf V84F byla kli¢ivost srovnatelna s kontrolnim vzorkem (83 %). Aplikace Cry
potlacila vyvoj patogenu piiblizné o polovinu viic¢i kontrole (42 %). Nejvétsi inhibi¢ni
efekt u tohoto genotypu podobné jako u S. chmielewskii a S. lycopersicum cv. Amateur
mél Cry K13V (24 %). Efekt jednotlivych typu elicitini na klieni konidii je srovnatelny
U genotypll S prokdzanymi rezistenénimi vlastnostmi, tj. u S. chmielewskii
a S. habrochaites

Po aplikaci vsech elicitini byla prokdzana inhibice vyvoje patogenu piedevsim
u citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Jak je patrné z Obr.33A, po elicitaci
doslo ke snizeni procentudlniho zastoupeni Konidii s tfemi vlakny vici kontrolnimu
vzorku. Nejvyraznéji potlacil vyvoj patogenu Inf a Cry véetné jeho mutantnich forem.
Z grafu na Obr.33B je patrné, ze k mirnému potlaceni vyvoje patogenu u genotypu
S. lycopersicum cv. MicroTom doslo pouze po aplikaci Cry K13V. Ostatni elicitiny mély
spiSe maly aktivacni nebo zadny vliv na vyvoj patogenu P. neolycopersici. V ptipadée
stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii vlivem aplikace Inf a jeho mutantnich
forem byl inhibovan vyvoj patogenu ve srovnani s kontrolnim vzorkem (Obr.33C). Po
aplikaci mutantnich forem Cry se zastoupeni konidii s tfemi kli¢nimi vlakny v porovnani
s kontrolnim experimentem zvysilo, tyto elicitiny podpofily vyvoj patogenu. Po elicitaci

genotypu S. habrochaites byl detekovan inhibi¢ni efekt na vyvoj patogenu pouze
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v ptipad¢ Inf (Obr.33D). Ostatni elicitiny naopak ve srovnani s kontrolnim vzorkem

stimulovaly vyvoj patogenu.
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Obr.33: Zastoupeni konidii s jednim, dvéma a tfemi kli¢énimi vlakny patogenu P. neolycopersici
48 hpi na listovych discich jednotlivych genotypt Solanum spp. po elicitaci kryptogeinem,
infestinem a jejich mutantnimi formami. A) S. lycopersicum cv. Amateur, B) S. lycopersicum cv.
MicroTom, C) S. chmielewskii, D) S. habrochaites. PIné oznaceni mutantu Inf V13K uvedené
v grafech je Inf V13K/A14T.

Aplikace elicitint u S. lycopersicum cv. Amateur vedla k potlaceni ristu kli¢nich
vlaken konidii patogenu P. neolycopersici ve srovnani s kontrolnim vzorkem (Obr.34A).
Nejvyrazngjsi efekt vykazoval Cry V84F. V piipad¢ genotypu S. lycopersicum cv.
MicroTom, byla po elicitaci kli¢ni vlakna del$i v porovnani s kontrolnim experimentem
(bez aplikace elicitinti) (Obr.34B). Nejvétsi pozitivni efekt na rist vlaken vykazoval Cry.

Po elicitaci listd S. chmielewskii bylo pozorovano vyrazné€jsi snizeni primérné délky
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kliénich vlaken po aplikaci Cry kryptogeinu a mutantnich forem infestinu (Obr.34C).
V ptipad¢ rezistentniho genotypu S. habrochaites byl detekovan pozitivni vliv aplikace
elicitini na rist kli€nich vldken s vyjimkou plsobeni Inf, ktery naopak rist kli¢nich

vlaken mirné inhiboval (Obr.34D).
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Obr.34: Pramérna délka kli¢nich vlaken patogenu P. neolycopersici 48 hpi na listovych discich
jednotlivych genotypi Solanum spp. po elicitaci kryptogeinem, infestinem a jejich mutantnimi
formami. A) S. lycopersicum cv. Amateur, B) S. lycopersicum cv. MicroTom, C) S. chmielewskii,
D) S. habrochaites. PIné ozna¢eni mutantu Inf V13K uvedené v grafech je Inf V13K/A14T.

4.3 Fyziologicky efekt elicitace — detekce listovych nekréz po elicitaci a inokulaci
patogenem

Soucasti fytopatologické studie byla detekce tvorby listovych nekroz po elicitaci
a nasledné inokulaci patogenem P. neolycopersici. Listy byly 48 h po aplikaci elicitini
a po dalSich 48 h po inokulaci patogenem (tj. 96 od po zahajeni experimentu)

fotograficky zdokumentovany. Na zakladé detekovanych rozdilti na tirovni tvorby nekréz
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bylo mozné piehledné vyhodnotit plisobeni elicitinli na jednotlivé genotypy Solanum
spp., tzn. zhodnotit vliv elicitin na schopnost rostlin aktivovat hypersensitivni reakci,
ktera je jednim z mechanismu aktivovanych v ramci obrannych reakci rostlin v ptipadé
infekce patogenem P. neolycopersici (Obr.35, 36; Tab.8).

U citlivého kultivaru S. lycopersicum cv. Amateur 48 h po elicitaci nebyly na
listech patrné tmavé nekrozy, ale spiSe lokalni zazloutla mista, ktera byla nejvyrazné;si
u vzorku oSetfenych Cry a zejména jeho mutantni formou Cry V84F (Obr.35; Tab.8).
Podobny efekt byl patrny také na listech oSetfenych Inf VI3K/A14T. Po nasledné
inokulaci (tj. 96 h po elicitaci, 48 hpi) byly zaznamenané nejvyraznéj$i zmény po aplikaci
Inf V84F (Obr.36; Tab.8).

V piipadé genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom nebyl detekovany zadny
fyziologicky efekt 48 h po aplikaci elicitinii ani po nasledné inokulaci (96 h), tzn. nebyla
pozorovana zadna zména zbarveni listové plochy ani nekroticka reakce (Obr.35, 36;
Tab.8). U obou genotypu S. lycopersicum cv. Amateur i S. lycopersicum cv. MicroTom
nebyla zaznamenana tvorba nekr6z u kontrolnich rostlin po napadeni patogenem
P. neolycopersici.

Pro stfedné¢ rezistentni genotyp S. chmielewskii i rezistentni genotyp
S. habrochaites je charakteristicka aktivace obrannych mechanismii po napadeni
patogenem P. neolycopersici, mezi které patii intenzivni hypersenzitivni reakce vedouci
k programované bunééné smrti. Elicitace Cry, Inf a jejich mutantnimi formami
nezpusobila u genotypu S. chmielewskii zadné fyziologické zmény (vyhodnoceno 48 h po
aplikaci elicitint). 48 hpi byly detekovany na kontrolnich rostlinach infikovanych
patogenem P. neolycopersici charakteristické vyrazné nekrotické zmény. Elicitace Cry
a Inf 48 h pred inokulaci listl patogenem tento efekt plné potlacila. V ptfipad€ pouZiti
mutantnich forem elicitini Cry K13V a Inf V84F byla nekrotickd reakce rostliny
potlacena castecné. Aplikace Inf VI3K/A14T naopak nekrotickou reakci rostliny na
patogen P. neolycopersici dané rostliny zesilila (Obr.36; Tab.8).

Samotna aplikace elicitinti u rezistentniho genotypu S. habrochaites podobné¢ jako
u genotypu S. chmielewskii a S. lycopersicum cv. MicroTom neaktivovala tvorbu nekroz.
U listd genotypu S. habrochaites vystavenych pisobeni Cry K13V a Inf nebyla
detekovana charakteristicka tvorba nekr6zy po inokulaci patogenem P. neolycopersici.
Cry, Inf V13K/A14T a Inf V84F tvorbu nekro6z potlacily pouze ¢astecné (Obr.36; Tab.8).
V ptipad¢ elicitace Cry V84F nebyl zaznamenan vliv u genotypu S. habrochaites na

schopnost aktivovat hypersenzitivni reakci.
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S. lycopersicum cv. Amateur

48 h

96 h (48 hpi)

S. lycopersicum cv. MicroTom

48 h

96 h (48 hpi)

Kontrola CRY CRY V13K  CRY V84F INF  INF V13K/A14T INF V84F

Obr.35: Fyziologicky efekt elicitace a nasledné infekce patogenem P. neolycopersici na listech
rajCete S. lycopersicum cv. Amateur a S. lycopersicum cv. Microtom. Fotografie listd 48 h po
aplikaci elicitind a po 96 h od aplikace elicitint (tj. 48 hpi).
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S. chmielewskii

48 h

96 h (48 hpi)

S. habrochaites
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96 h (48 hpi)
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Obr.36: Fyziologicky efekt elicitace a nasledné infekce patogenem P. neolycopersici na listech
rajCete S. chmielewskii a S. habrochaites. Fotografie listd 48 h po aplikaci elicitinti a po 96 h od
aplikace elicitinti (tj. 48 hpi).



Tab.8: Porovnani (orientacni) intenzity nekrotického efektu v dasledku ptisobeni elicitind
a nasledné inokulace patogenem P. neolycopersici u jednotlivych genotypt Solanum spp..
V piipadé genotypu S. lycopersicum cv. Amateur, nebyly detekovany charakteristické projevy
nekrozy, ale zezloutnuti listové plochy.

S. lycopersicum S. lycopersicum
Elicitin yeop ycop S. chmielewskii |S. habrochaites
cv. Amateur cv. MicroTom
L Elicitin, . ... | Elicitin, . ... | Elicitin, . .. | Elicitin,
Elicitin Elicitin Elicitin Elicitin
patogen patogen patogen patogen
Kontrola - - - - - ++ .

Cry + ++ - - - - - ++
Cry K13V | stopy + - - - + - -
Cry V84F | ++ ++ - - - ++ - e

Inf - + - - - - - -

Inf

VI3K/AL4T | o ; - - - o
Inf V84F stopy +++ - - - - ++

Intenzita signalu (nekroticka reakce) - stopy + ++

Intenzita signalu (zeZloutnuti listu) - stopy + ++ +++

4.4 Lokalizace produkce reaktivnich forem kysliku

Dalsim dil¢im tkolem diplomové prace byla detekce produkce superoxidu metodou
vyuzivajici NBT a produkce peroxidu vodiku metodou s DAB. 48 h po elicitaci byly listy
inkubovany s DAB ¢i NBT a vysledky byly nésledné fotograficky i mikroskopicky

zdokumentovany.

4.4.1 Lokalizace produkce superoxidu
Nitrotetrazoliova modf se pouziva k detekci redukujicich latek, jako je napft. superoxid.
Redukci tetrazoliovych kruhti NBT dojde k jejich otevieni a pfeméné¢ na formazan.
V pribéhu této reakce dochazi ke zméné absorpcniho spektra a plvodni svétle Zluté
zbarveni NBT se méni na tmavémodré, které je po odbarveni chlorofylu na listech
zietelné patrné. Pfitomnost superoxidu (vznik modie zbarveného formazanu) byla
zdokumentovana pofizenim fotografii celych listi a nasledné mikroskopicky.

U kontrolnich vzorkii (neoSetfenych elicitiny) nebyla produkce superoxidu
zaznamenana u zadného ze studovanych genotypti Solanum spp.. Aplikace Cry a Inf
neaktivovala detekovatelnou produkci superoxidu u citlivého genotypu S. lycopersicum

cv. Amateur. Vyrazngjsi vliv na produkci superoxidu mély u tohoto genotypu aplikace
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mutantnich forem obou elicitind. Nejvétsi produkce superoxidu byla detekovana po
aplikaci Inf V84F (Obr.37, 38; Tab.9).

V piipadé genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom elicitace zvysila produkci
superoxidu. Produkce superoxidu byla po aplikaci Inf a jeho mutantnich forem mala
V porovnani s pusobenim Cry a jeho mutantnich forem. Mutace u Cry vyznamné
produkci superoxidu zvysily. Nejintenzivnéjsi produkce superoxidu byla detekovana po
aplikaci Cry K13V (Obr.37, 38; Tab.9).

Aplikace Cry a Inf u genotypu S. chmielewskii méla srovnatelny efekt na produkci
superoxidu jako u genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom. V piipadé aplikace
mutantnich forem elicitinu Inf byla zaznamenéana nizsi produkce superoxidu v porovnani
s efektem, ktery vyvolal Inf. Srovnatelné se S. lycopersicum cv. MicroTom
nejintenzivngjsi produkce superoxidu byla detekovana po aplikaci Cry K13V (Obr.37,
38; Tabh.9).

U rezistentniho genotypu S. habrochaites doslo nasledkem elicitace pii aplikaci
testovanych elicitini K nejvyraznéjs§imu naristu produkce superoxidu. Nejvétsi efekt byl
zaznamenan po aplikaci Inf V84F. Zajimavé je, Ze produkce superoxidu u genotypu S.
habrochaites byla pozorovana v celé listové plose na rozdil od lokalnich lokalizaci

Vv piipadé ostatnich genotypt Solanum spp. (Obr.37, 38; Tab.9).
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S. lycopersicum cv. Amateur

.

Kontrola CRY CRY V13K CRY V84F INF INF V13K/A14T INF V84F

Obr.37: Lokalizace produkce superoxidu s vyuzitim metody s NBT u testovanych genotypt
Solanum spp.. Fotografie listd 48 h po aplikaci elicitin.
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S. lycopersicum cv. Amateur

Kontrola CRY

Obr.38: Lokalizace produkce superoxidu s vyuzitim metody s NBT u testovanych genotypu
Solanum spp.. Mikrospické pozorovani vlivu elicitind na produkci superoxidu (zvétseni 100x).
Mikrofotografie listt 48 h po aplikaci elicitini.

Tab.9: Porovnani (orienta¢ni) vlivu elicitini na produkci superoxidu u jednotlivych genotypa
Solanum spp.. 48 h po aplikaci elicitint.

S.
lycopersicum | S. lycopersicum
Elicitin cv. Amateur |cv. MicroTom |S. chmielewskii | S. habrochaites
Kontrola - - - -
Cry stopy 4 +4 ++
Cry K13V +
Cry V84F + ++
Inf - + ++
Inf V13K/AL4T ++ + stopy
Inf V84F + +
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4.4.2 Lokalizace produkce peroxidu vodiku

Principem metody detekce lokalizace produkce peroxidu vodiku je reakce 3,3'-
diaminobenzidinu s peroxidem vodiku, ktera je katalyzovana rostlinnymi peroxidasami.
Polymeraci oxidovaného DAB vzniké stabilni oranzovohnédy produkt, ktery se uklada
Vv rostlinnych pletivech a po odbarveni chlorofylu je detekovatelny.

Z 0br.39 a 40 je patrné, ze v piipadé genotypu S. lycopersicum cv. Amateur
nem¢la aplikace elicitind prakticky vliv na produkci peroxidu vodiku (Tab.10).

V piipadé genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom byla detekovana zvysSena
produkce peroxidu vodiku po aplikaci Cry K13V, Cry V84F a Inf V84F. Plsobenim
ostatnich elicitinii byla zaznamenana pouze lokalni produkce peroxidu vodiku v mistech
vpichu (viz metodika aplikace elicitinti) (Obr.39, 40; Tab.10).

Po aplikaci elicitinti na listy stiedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii byla
detekovana pouze lokalni produkce peroxidu vodiku, ktera je patrna v mistech vpichu
(viz metodika aplikace elicitinti). Lokalni produkce peroxidu vodiku byla potvrzena
mikroskopicky (Obr. 39, 40; Tab.10).

U genotypu S. habrochaites doslo po aplikaci elicitind u vSech vzorkd k velmi
vyrazné produkci peroxidu vodiku ve srovnani s ostatnimi genotypy. Nejvyraznéjsi
produkce peroxidu vodiku byla detekovana v ptipadé aplikace Cry V84F a Inf V84F
(Obr. 39, 40; Tab.10).
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S. lycopersicum cv. Amateur

Kontrola CRY  CRYV13K

CRY V84F INF  INFV13K/A14T INF V84F
Obr.39: Lokalizace produkce peroxidu vodiku s vyuzitim metody s DAB u testovanych genotypt
Solanum spp.. Fotografie listt 48 h po aplikaci eliciting.
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S. lycopersicum cv. MicroTom

SISTINGW
RIS

Kontrola

CRY

CRY V13K

el

CRY V84F

INF

Obr.40: Lokalizace produkce peroxidu vodiku s vyuzitim metody s DAB u testovanych genotypu
Solanum spp.. Mikrospické pozorovani vlivu elicitinti na produkci peroxidu vodiku (zvétseni
100x). Mikrofotografie listt 48 h po aplikaci elicitint.

Tab.10: Porovnani (orienta¢ni) vlivu elicitini na produkci peroxidu vodiku u jednotlivych

genotypu Solanum spp. 48 h po aplikaci eliciting.

S. lycopersicum | S. lycopersicum
Elicitin cv. Amateur cv. MicroTom |S. chmielewskii | S. habrochaites
Kontrola - - - -
Cry - stopy stopy ++
Cry K13V - + - +4++
Cry V84F - ++ stopy
Inf - stopy stopy ++
V13|I<r/]j;1 AT - stopy stopy +++
Inf VV84F - ol stopy R
| Intenzita signalu ‘ + ‘ ++ | +++ _
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4.5 Askorbatperoxidasova a guajakolperpoxidasova aktivita

451 Porovnani aktivity askorbatperoxidasy a guajakolové peroxidasy
u jednotlivych genotypu Solanum spp.

V diplomové praci byly porovnany enzymové aktivity APX a GPX kontrolnich rostlin
(bez aplikace elicitinu) studovanych genotypt Solanum spp. (Obr. 41). Detekovana
aktivita askorbatperoxidasy u kultivara S. lycopersicum cv. Amateur (9,4 nkat/g FW)
a S. lycopersicum cv. MicroTom (7,3 nkat/g FW) je srovnatelna (Obr. 41A). V ptipadé
genotypu S. chmielewskii byla detekovana az ¢tyfnasobné vyssi aktivita APX (38,7 nkat/g
FW) a u S. habrochaites dosahovala enzymova aktivita APX trojnasobné vyssich hodnot
(29,6 nkat/g FW) v porovnani s kultivary S. lycopersicum. V. pfipadé GPX nebyly
detekovany tak vyrazné rozdily v enzymové aktivité u jednotlivych genotypu (Obr. 41B).
U kultivard S. lycopersicum cv. Amateur (5,9 nkat/g FW) a S. lycopersicum cv.
vy$§i GPX aktivita je charakteristicka pro S. habrochaites (9 nkat/lg FW)
a S. chmielewskii (11,7 nkat/g FW).

s 40
'§ 30
222
g8
.
%
i N
S. lycopersicum S. lycopersicum S. chmielewskii S. habrochaites
A cv. Amateur cv. Microtom
3 12
3+
S =
x
SZ g
22
R
%é ) - .
'(?I_l
>
© 0
S. lycopersicum S. lycopersicum S. chmielewskii S. habrochaites
B cv. Amateur cv. Microtom

Obr.41: Stanoveni enzymové aktivity askorbatperoxidasy (A) a guajakolperoxidasy (B)
u studovanych genotypt Solanum spp. (bez aplikace elicitinu).
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Vyssi peroxidasova aktivita, charakteristicka pro genotypy S. habrochaites
a S. chmielewskii v porovnani s ob&ma kultivary S. lycopersicum, stanovena
spektrofotometricky byla potvrzena metodou nativni elektroforézy s vyuzitim 1-Cl-
naftolu jako substratu (Obr. 42). Izoenzymovy profil peroxidas S. chmielewskii se
vyznamné 1i$i od izoenzymovych profili peroxidas ostatnich studovanych genotyp
Solanum spp. Naopak izoenzymovy profil peroxidas obou kultivart S. lycopersicum je
srovnatelny. S. habrochaites ma izoenzymovy profil peroxidas odpovidajici genotypu

S. lycopersicum, ale s vyznamn¢ rozdilnou intenzitou zastoupeni jednotlivych izoenzymu.

S. lycopersicumsS. lycopersicumS. chmielewskii S. habrochaites
cv. Amateur  cv. Microtom

N w

Intenzita signalu -
nativni elfo [nasobek]
H

o

oy)

Obr.42: Detekce peroxidasové aktivity metodou nativni gelové elektroforézy: A) fotografie gelu
po nativni elektroforéze (substrat 1-Cl-naftol), B) graf vyhodnoceni relativni intenzity
jednotlivych bandi. 1) S. lycopersicum cv. Amateur; 2) S. lycopersicum cv. Microtom;
3) S. chmielewskii; 4) S. habrochaites.

4.5.2 Stanoveni aktivity askorbat peroxidasy
Elicitace vyvolala zvySeni aktivity APX v riizné intenzité u vSech genotypa Solanum spp.
(Obr.43; Tab.11). Pouze v ptipadé Cry K13V po aplikaci na listy S. lycopersicum cv.
MicroTom bylo detekovano naopak snizeni aktivity APX. U tohoto genotypu bylo
celkové zaznamenané pouze mirné zvySeni APX aktivity po elicitaci (Obr.43B).
Vyznamnnéjsi zvySeni aktivity APX je charakteristické pro genotyp S. lycopersicum cv.
Amateur a to zejména po aplikaci Cry a Inf V13K/A14T (Obr.43A).

V ptipadé S. chmielewskii byly po aplikaci elicitinti zaznamenany nejvetsi zmény
v APX aktivité v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr.43C). Nejvétsi vliv na zménu
aktivity APX méla aplikace Cry V84F, Inf V13K/A14T a Inf V84F, kdy bylo detekovano
vice nez Ctyf az pétinasobné zvysSeni enzymové aktivity. Nejveétsi vliv na aktivitu APX
u genotypu S. habrochaites méla aplikace Inf VI3K/A14T, kdy se aktivita zvysila vice

nez Ctyinasobné oproti kontrolnim rostlinam (Obr. 43D).
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Obr.43: Zména aktivity askorbatperoxidasy (APX) 48 h po elicitaci u testovanych genotypt
Solanum spp.. Aktivita APX vztazena na g FW stanovena u rostlin po aplikaci elicitinti byla
porovnana s aktivitou APX detekovanou u kontrolnich rostlin (v grafu je uveden nasobek zmény).
A) S. lycopersicum cv. Amateur, B) S. lycopersicum cv. MicroTom, C) S. chmielewskii,
D) S. habrochaites. PIné oznageni mutantu Inf V13K uvedené v grafech je Inf V13K/A14T.

Tab.11: Porovnani vlivu elicitinCi na zménu aktivity askorbatperoxidasy u jednotlivych genotypa
Solanum spp. 48 h po aplikaci elicitint.

Elicitin S. lycopersicum | S. lycopersicum | S.chmielewskii | S. habrochaites
cv. Amateur cv. MicroTom
Kontrola - - - -
Cry +++ +
Cry K13V + +
Cry V84F ++ +++
Inf ++ -
Inf V13K/A14T SR 0
Inf V84F +
Rozdil v aktivite T T+t + . + ++ 4+
(ndsobek) pod 03| 0d05 | 0d07 | 0d0,9 | 0d09 | od 1,1 | 0d15 | od2 |nad25
do0,3 | do05 | do0,7 | dol11 | dol5 do 2 do25
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4.5.3 Stanoveni aktivity guajakolové peroxidasy

Pii aplikaci elicitini v porovnani s kontrolnimi rostlinami bylo, podobn¢ jako v piipadé
stanoveni APX, zaznamenano zvySeni aktivity GPX u studovanych genotypt Solanum
spp. (Obr.44; Tab.12). Pouze v piipad¢ aplikace Inf nebyl detekovan u S. lycopersicum
cv. MicroTom a S. chmielewskii zadny vliv na aktivitu GPX (Obr.45B,C). Nejvétsi
zmény v aktivit¢ GPX byly pozorované u S. lycopersicum cv. Amateur, kdy byla
zaznamenand az trojndsobna stimulace enzymové aktivity po aplikaci Cry a Inf
VI13K/A14T ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr.44A). Vice nez dvojnasobné
zvySeni aktivity zpusobila elicitace Cry V84F u S. chmielewskii (Obr.45C). U genotypu
S. habrochaites méla nejvyrazngjsi vliv na stimulaci GPX aktivity aplikace Cry V84F

a Inf (Obr.45D).
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Obr.45: Zména aktivity guajakolperoxidasy (GPX) 48 h po elicitaci u testovanych genotypt
Solanum spp.. Aktivita GPX vztazend na g FW stanovena u rostlin po aplikaci elicitind byla
porovnana s aktivitou GPX detekovanou u kontrolnich rostlin (v grafu je uveden nasobek zmény).
A) S. lycopersicum cv. Amateur, B) S. lycopersicum cv. MicroTom, C) S. chmielewskii,
D) S. habrochaites. PIné oznaceni mutantu Inf V13K uvedené v grafech je Inf V13K/A14T.
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Tab.12: Porovnani vlivu elicitinli na zménu aktivity guajakolperoxidasy u jednotlivych genotypt
Solanum spp. 48 h po aplikaci eliciting.

S. lycopersicum | S. lycopersicum | S.chmielewskii | S. habrochaites
Elicitin cv. Amateur cv. MicroTom
Kontrola - - - -
oy
Cry K13V + + + +
Cry V84F +++ + +++
Inf ++ - - +++
Inf V13K/A14T ++ ++ ++
Inf V84F +++ + ++ +
Rozdil v aktivité St T+t + . + ++ 4+
(nasobek)  ['50403 [ 0d0,5 | 0d0,7 | 0d0,9 | 0d0,9 | 0d1,1 | 0d1,5 | od2 |nad2,5
do0,3 | do0,5 | do0,7 | do1,1 | do1,5 do 2 do 2,5

4.5.4 Detekce peroxidasové aktivity metodou nativni gelové elektroforézy
Metodou nativni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu byly detekovany isoenzymy
peroxidas u kontrolnich i elicitinovanych vzorki jednotlivych genotypt Solanum spp.
S vyuzitim substratu peroxidas 1-Cl-naftolu. Vysledné gely byly vyhodnocené na zakladé
relativni intenzity bandt po elicitaci vztazené vuci intenzité bandi ve vzorcich
kontrolnich rostlin.

V ptipadé genotypu S. lycopersicum cv. Amateur v souladu s vysledky detekce
GPX aktivity spektrofotometrickou metodou byly zaznamenany nejvétsi zmény signalu
po aplikaci elicitint. (Obr.46A, 47A). Nejvétsi vliv na stimulaci méla aplikace Cry, Cry
V84F a Inf V13K. Pii stanoveni vlivu elicitini na aktivitu peroxidas u genotypu
S. lycopersicum cv. MicroTom nebyly detekované vyrazné zmény v intenzité¢ signalu
jednotlivych isoenzymil peroxidas V porovnani s izoenzymovym zastoupenim preoxidas
u kontrolnich rostlin (Obr.46B, 47A). V ptipad¢ aplikace Inf a Inf V84F byla detekovana
sniZend intenzita signalu. Ziskané vysledky koresponduji s miniméalnimi nebo Zadnami
zménami APX a GPX aktivity detekovanymi spektrofotometricky. Intenzita signalu po
vyhodnoceni izoenzymového zastoupeni peroxidas metodou nativni elektroforezy
u stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii byla mirné zvysena po aplikaci Cry
V84F a Inf V13K/A14T v porovnani s intenzitou signalu u kontrolnich rostlin (Obr. 46B,
47A). Po aplikaci Inf byla naopak detekovana sniZzena intenzita signalu. Po elicitaci listi
genotypu S. habrochaites doslo u vSech vzorkl s vyjimkou Cry K13V a Inf V84F

k vyrazngj$imu narGstu intenzity signalu v porovnani s kontrolnim experimentem
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(Obr.46D, 47D). Ze ziskanych vysledkt je zfejmé, Ze nejsilngjsi efekt méla aplikace Cry,
Cry V84F a Inf V13K/A14T, podobn¢ jako u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Tyto
ziskané vysledky koreluji s daty ziskanymi ze spektrofotometrického stanoveni

enzymové aktivity.

B "5"2{:
¥

Obr. 46: Nativni elektroforéza s detekci peroxidasové aktivity s vyuzitim substratu 1.Cl-naftolu:
1) Voda, 2) Kryptogein, 3) Cry K13V, 4) Cry V84F, 5) Infestin, 6) Inf V13K/A14T, 7) Inf VV84F.
A) S. lycopersicum cv. Amateur, B) S. lycopersicum cv. MicroTom, C) S. chmielewskii,
D) S. habrochaites.
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Obr. 47: Vyhodnoceni intenzity signalu bandi po nativni elektroforéze (v grafu je uveden
nasobek zmény). A) S. lycopersicum cv. Amateur, B) S. lycopersicum cv. MicroTom,
C) S. chmielewskii, D) S. habrochaites. PIné oznaceni mutantu Inf V13K uvedené v grafech je Inf
V13K/A14T.

5. DISKUZE

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo studium mozného vlivu elicitini na aktivaci
obrannych mechanismi vedouci nasledné ke zvyseni rezistence Solanum spp. na patogen
P. neolycopersici. Byla porovnana reakce genotypt Solanum spp. vyznamné se liSicich
svou odolnosti na patogen P. neolycopersici a soucasné se testoval efekt dvou rozdilnych
elicitint tiidy I: B-elicitinu kryptogeinu a o-elicitinu infestinul, které se lisi svym
izoelektrickym bodem. Studie byla doplnéna testovanim vlivu mutace v poloze 13
danych elicitinli, ktera pravé vyznamné ovliviiuje hodnotu pl a zménu povrchového
naboje v misté mutace a mutace v poloze 84, kterd se projevuje vyssi schopnosti elicitind
aktivovat produkci ROS.

Na zaklad¢ vysledkt fytopatologické studie, tj. na zékladé intenzity zastoupeni
konidii s 1-3 vlakny, porovnanim délky jednotlivych vlaken a kli¢ivosti spor byla
porovnana citlivost studovanych genotypu Solanum spp. na patogen P. neolycopersici.
Byla potvrzena citlivost/odolnost jednotlivych genotypii na dany patogen. Vyvoj
patogenu probiha nejrychleji na S. lycopersicum cv. Amateur, jedna se o citlivy genotyp
k danému patogenu. Oproti tomu nejvyssi rezistenci vuci rajéatovému padli vykazoval
genotyp S. habrochaites. Genotyp S. chmielewskii Ize charakterizovat jako stfedné
rezistentni vaci P. neolycopersici. Nové byla stanovena citlivost genotypu
S. lycopersicum cv. MicroTom, ktery bude patfit podobné jako S. lycopersicum cv.
Amateur spise k citlivym genotyptim. Citlivost/odolnost vybranych genotypi Solanum
spp. potvrdila ve fytopatologické studii Piterkova et al. v roce 2011, kdy sledovala vyvoj
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patogenu P. neolycopersici na listovych discich po dobu 24, 48 a 72 h od aplikace.
Vyrazné rozdily byly zaznamendny v délce kli¢nich vldken, kdy u citlivého genotypu
S. lycopersicum cv.Amateur byla vSechna tfi vlakna patogenu nejdelsi a to ve vSech
casovych intervalech. Omezeni rastu patogenu bylo naopak patrné u rezistentniho
genotypu S. habrochaites a stiedné rezistentniho S. chmielewskii, kdy délky druhého
a tfetiho kli¢niho vlakna patogenu byly 48 a 72 h po inokulaci vyrazné kratsi v porovnani
S vyvojem patogenu na citlivém genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Také Huang et
al. ve své studii z roku 1998 popsal vyznamné niz$i procentualni zastoupeni nakli¢enych
konidii u rezistentnich druht S. peruvianum, S. parviflorum a S. habrochaites 65 h po
inokulaci. Stanovena kli¢ivost konidii na jednotlivych genotypech Solanum spp. byla
v rozsahu 71-88 %. Nejvyssi klicivost konidii byla detekovana u citlivého
S. lycopersicum cv. Amateur. Ve fytopatologické studii Mieslerové a Lebedy z roku
2010, byla kli¢ivost konidii 61-97% 48 h po inokulaci, pti¢emz nejvice nakli¢enych
konidii bylo detekovano u citlivého kultivaru S. lycopersicum cv. Amateur. Genotyp
S. lycopersicum cv. MicroTom v souladu s vysledky Takahashi et al. z roku 2005 lze
vyhodnotit jako spise citlivy vuci P. neolycopersici.

Vliv elicitini na vyvoj patogena lze hodnotit z pohledu efektu elicitace na
klicivost konidii, na vyvoj patogenu, tj. zastoupeni konidii s 1-3 vladkny a na rist
jednotlivych vldken. Aplikace elicitint a jejich mutantnich forem ve vétSiné ptipadii na

studovanych genotypech Solanum spp. potlacila kli¢ivost konidii patogena (Tab.13).

Tab 13: Porovnani zmén kli¢ivosti konidii P. neolycopersici po elicitaci na genotypech Solanum
spp. Barevnou Skalou jsou uvedeny rozdily v kli¢ivosti konidii po elicitaci ve vztahu ke klicivosti
konidii u rostlin neosetfenych elicitiny. (Cervena - snizeni, zelena - zvyseni klicivosti)

S. lycopersicum | S. lycopersicum
cv. Amateur cv. MicroTom | S. chmielewskii | S. habrochaites
Elicitin
Cry ++ ++
Cry K13V ]
Cry V84F + - +++
Inf + ++ + ++
Inf V13K/AL4T + + -
Inf V84F St S T -
Rozdil IR -+ - - . et ol
v Kli¢ivosti od-25 [0d-15 |od-5 |od-5 |od5 |od15 |od25
(v %) pod -35 |do-35 |do-25 |do-15 |do5 |do15 [do25 |do35 |nad35
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Nejvetsi inhibi¢ni efekt na kli¢ivost konidii byl pozorovan po aplikaci Cry a jeho mutant
a to zejména u genotypu disponujicich obrannymi mechanismy zajistujici urcity stupen
odolnosti rostliny na dany patogen, jako je S. chmielewskii a S. habrochaites. Aplikace
vSech testovanych elicitini méla vyrazny inhibi¢ni G¢inek S riznou intenzitou na vyvoj
patogenu na listech S. lycopersicum cv. Amateur. Vyznamny inhibi¢ni efekt na rast
kliénich vlaken patogenu mé¢l Cry a mutantni formy Inf u genotypu S. chmielewskii
(Tab.14). Inf a jeho mutantni formy na tomto genotypu potlacily vyvoj 3.vlakna na
konidiich patogenu (Tab.15). Zajimavé je, Ze elicitiny mély naopak stimula¢ni u¢inek na

rust patogenu na S. lycopersicum cv. MicroTom a S. habrochaites (Tab.14).

Tab. 14: Porovnani zmén V délce jednotlivych vlaken konidii P. neolycopersici po elicitaci na
genotypech Solanum spp. Barevnou $kalou jsou uvedeny rozdily délce vlaken konidii po elicitaci
ve vztahu ke délce vlaken konidii u rostlin neoSetfenych elicitiny. (Cervend - snizeni, zelena -
zvyseni délky vlaken)

S. lycopersicum cv. | S. lycopersicum _ ~ _
Amateur cv. MicroTom S. chmielewskii | S. habrochaites
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1] 2 3
Elicitin
Cry o+ | A | - | N -
Cry K13V ++ - dk ++ -
Cry V84F +++ | + | +++ ++ | -
Inf + - ++ - - -
Inf VISK/IALAT | 444 | 44+ | + + ++ + | 4+ | ++
Inf VV84F +++ | ++ + ++ | +++ ++ -
Rozdil +++ ++ + - + ++ +++
Vv délce vldken od-3 0d-2 od-1 |od-1
pod-15 |do-4 do-3 do-2 do+1 0d1 do2 | od2do3 | od3 do4 | nad 4

Tab. 15: Porovnani zmén V procentovém zastoupeni 1-3 vlaken konidii P. neolycopersici po
elicitaci na genotypech Solanum spp. Barevnou skalou jsou uvedeny rozdily v procentovém
zastoupeni 1-3 vlaken konidii po eFICIIaCI ve vztahu K procentovému zastoupeni 1-3 vlaken
konidii u rostlin neoSetfenych elicitiny. (Cervena - sniZeni, zelena - zvySeni procentového
zastoupeni 1-3 vlaken konidii)

S. lycopersicum cv. | S. lycopersicum ] - ]
Amateur cv. MicroTom S. chmielewskii S. habrochaites
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Elicitin

Cry + | +4+ o e |+ + e e

Cry K13V e B + | ++ - o+ I + | ++
Cry V84F - - - - ++ + |+ | - | e |
Inf + ol | | e | o+ ] 4| - |+t
Inf VI3K/ALAT | . ++ [ + 4 . N - [+
Inf \V84F - i 4 + e + | 4+ | ++ O ¢+ ||+t

. Rozdil +++ ++ + - + ++ +++
v % zastoupeni 0d-10 |od-5do-| od-2 | od-2 od5 0d10
poctu vlaken | hod 15 | do-15 10 do-5 | do+2 |o0d2do5| do1l0 | doi5 | nad 15
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Kieffer et al. v roce 2000 ve své praci prokazal stimulacni ucinek purifikovaného Cry na
aktivaci obrannych mechanismi. OSetfeni tabdkové bunécné suspenze Cry zpiisobilo
rychlou aktivaci obrannych mechanismti vcetné vysoké produkce ROS a RNS.
Kryptogein v ramci obrannych reakci podporuje ukladani fytoalexint, produkci ETI,
aktivaci hypersenzitivni reakce a naslednou tvorbu nekréz a v neposledni fadé také
akumulaci obranného proteinu PR-1. Zarovein také aktivuje obranné mechanismy tabaku
vaci fadé patogena jako je Phytophthora parasitica var. Nicotinae, Botrytis cinerea ¢i
Erisyphe cichoracearum (Ricci et al., 1989; Bonnet et al., 1996). Také Medeira et al.
Vv roce 2012 prokazal vliv Cry na stimulaci obrannych reakci Quercus suber vuci infekci
patogenem Phytophthora cinnamomi. Podle studie od Dokladal et al. v roce 2012 ma Cry
i jeho mutantni forma Cry V84F srovnatelny inhibi¢ni vliv na vyvoj P. parasitica
u tabaku. Pleskova et al. vroce 2011 sledovala vliv elicitace tabaku Cry K13V ve
srovnani s Cry na vyvoj patogenu Phytophthora parasitica. Z vysledkt piedloZené prace
je ziejmé, ze vliv elicitace na zménu odolnosti rostliny na patogen P. neolycopersici bude
vyznamné zavisly na typu genotypu Solanum spp. a jeho schopnosti aktivovat obranné
mechanismy tak, aby doslo k pozitivnimu efektu vedoucimu k inhibici patogenese. Je
zajimavé, ze potladeni vyvoje patogenu po elicitaci bylo ziejmé zejména u citlivého
genotypu S. lycopersicum cv. Amateur, ale naopak u druhého citlivého kultivaru S.
lycopersicum cv. MicroTom byl pozorovan opacny efekt. Rozdilny efekt elicitace na
vyvoj patogenu u téchto dvou citlivych kultivard I1ze dat do souvislosti, Vv rameci dat
ziskanych v této praci, s vyznamné rozdilnou schopnosti produkce ROS a aktivace
antioxida¢nich enzymli APX a GPX po elicitaci, jak je nize diskutovano. V ptipadée
kli¢ivost konidii s vysokou aktivaci produkce ROS po elicitaci a to jak peroxidu vodiku,
tak superoxidového radikalu. Podle studie od Peng a Kuc z roku 1992 je souvislost mezi
produkci ROS a inhibici kli¢eni spor patogenu zfejma, ve své studii uvedli, ze produkce
ROS vyvolana interakci rostlinné buiiky s P. neolycopersici inhibovala vyvoj patogenu
na listovych discich tabaku.

V predloZené praci byl studovan vliv aplikace elicitinll na aktivaci hypersenzitivni
reakce a naslednou tvorbu nekroz. Samotna elicitace nevyvolala u studovanych genotypt
Solanum spp. nekrotickou reakci (Tab. 5). Pouze v piipadé citlivého genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur byl pozorovan vliv elicitace na vzhled listu, kdy bylo
detekovano lokdlni Zloutnuti. Tento efekt elicitinh byl po inokulaci patogenem

P. neolycopersici zesilen. U tohoto genotypu byl zaznamenan inhibiéni efekt elicitace na
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vyvoj patogenu. Souvislost mezi aktivaci vyvoje patogenu a potlacenim nekrotické
reakce po inokulaci patogenem u rostlin oSetfenych elicitiny 1ze pozorovat u odolnéjsich
genotypu. Z vysledkd je zfejmé, ze u stiedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii
a rezistentniho genotypu S. habrochaites, pro které je charakteristicka po inokulaci
patogenem P. neolycopersici aktivace obrannych mechanismt vedouci k silné nekrotické
reakci, elicitaci, S vyjimkou Cry V84F, bylo pozorovano potlac¢eni nekrotické reakce
rostlinného pletiva. Pouze v ptipad¢ aplikace Inf s mutaci v poloze 13 byla naopak
u S. chmielewskii detekovana zesilena nekroticka reakce a soucasné byl potlaéen vyvoj
patogenu. Tyto vysledky potvrzuji vyznamnou roli hypersensitivni reakce spojenou
s nekrotickou aktivitou v ramci obrannych mechanisma rostlin vedoucich ke zvyseni
odolnosti k biotrofnim patogentim. V ptipad¢ S. lycopersicum cv. MicroTom nedochazelo
ke tvorbé nekroz po elicitaci ani po inokulaci patogenem P. neolycopersici. S timto
pozorovanim se ztotoznuje i studie od Kawamura et al. z roku 2009, ktery nezaznamenal
po elicitaci Inf zadné nekrotické efekty na tomto genotypu. Bazicky Cry i kysely elicitin
Inf zplsobuji tvorbu nekréoz v odlisné mite, kterda pifimo koreluje s jejich
aminokyselinovou sekvenci (Pernollet et al., 1993). Dokladal et al. v roce 2012 studoval
vliv mutantnich forem kryptogeinu na tvorbu nekrotickych 1ézi u N. tabacum L. cv.
Xanthi, pficemz zaznamenal méné intenzivni tvorbu nekréz po aplikaci 250 nM Cry
V84F ve srovnani s kryptogeinem. V pfipadé piedlozené prace realizované na
modelovém systému Solanum. spp. Cry V84F neovlivnil prokazatelné intenzitu
nekrotické reakce spojené s infekci patogenem P. neolycopersici (Tab 5). Béhem studii
mutantnich forem Cry byl nahrazen lysin v pozici 13 valinem. Ve studii O "Donohue et al.
(1995) byla na modelové rostliné tabaku detekovana nizsi nekroticka aktivita po aplikaci
mutantni formy Cry K13V ve srovnani s Cry. Tomuto pozorovani odpovida reakce na
urovni fyziologickych zmén (zloutnuti listu) u S. lycopersicum cv. Amateur , kdy mutace
Cry v poloze 13 mé¢la mensi efekt nez samotny Cry a naopak mutace Inf v poloze 13 méla
silngj§i efekt v porovnani s Inf a to jak u rostlin oSetfenych pouze elicitinem tak
I Vvpriipadé nasledné infekce patogenem P. neolycopersici. V pfipadé genotypt
S. chmielewskii a S. habrochaites, disponujicich obrannymi mechanismy na zakladé¢
nekrotické odpovédi v reakci na napadeni biotrofnimi patogeny, mutanti elicitind
vpoloze 13 naopak méné intenzivné potlatuji nebo naopak v pfipadé Inf
u S. chmielewskii dokonce aktivuji nekrotickou odpovéd’ na patogen P. neolycopersici
V porovndni s pfirozenymi formami elicitind. V ramci projektu zaméteném na piipravu a

studium pusobeni mutantnich forem kryptogeinu studovala Uhlikova et al. v roce 2016
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vliv Cry s mutacemi lysinu na tvorbu nekréz na tabaku. Po aplikaci 5 nM roztoku
kryptogeinu byly detekovany nekrotické 1éze na 60 % plochy tabakového listu. Po
elicitaci 5 nM kryptogeinem K61T, K39T/K94T a K48T/K94T bylo detekovano
potlaceni tvorby nekroz (39, 47 a 52% plochy listu bylo pokryto nekrézou). Po aplikaci
2,5 mg pripravenych proteinti na stonky sefiznutych rostlin byl zaznamenan srovnatelny
efekt ptisobeni Cry a jeho mutantnich forem K61T a K94T (9-9,8 %). K potlaceni tvorby
nekroz na stoncich doslo vyraznéji po aplikaci K39T/K94T a K48T/K94T (2,9-6,6 %). Po
elicitaci 250 ng rekombinantniho kryptogeinu na tapik listu byl zaznamenan inhibi¢ni
efekt na tvorbu nekréz vlivem Cry K39T, Cry K48T a Cry K48T/K94T (stopy
nekrotickych 1ézi). Po aplikaci mutantni formy stfemi modifikacemi Cry
K39T/K48T/K94T nebyly pozorovany zadné stopy nekroz.

Huet et al. testoval jiz v roce 1993 efekt elicitind véetné Cry a Inf (v davkach

100 ng, 1 a 10 pg) na tabakové listy. Zjistil, Ze pii uvedenych koncentracich Inf

vykazuje silngjsi nekroticky efekt ve srovnani s elicitinem z P. drechsleri a Phytophthora
megasperma var megasperma. Zaroven ovsem jeho ptiisobeni nebylo natolik silné, jako
v ptipad¢ Cry. Huet et al. (1993) detekoval také po aplikaci infestinu, parasiticeinu
1 capsiceinu na listech bramboru cv. Rosenal, silny nekroticky efekt jiz pti davee 1 pg.
Také Polkowska-Kowalczyk et al. v roce 2004 studovala vliv Inf na Solanum nigrum var.
gigantea (rezistentni vuci P. infestans) a S. tuberosum cv. Bzura (rezistentni) a jeho klon
H-8105 (citlivy vaci P. infestans). Po 72 h od elicitace byly patrné pouze slabé nekrozy
Vv pfipad¢ rezistentnich kultivar, u citlivého klonu H-8105 byla patrna chloréza
a vyrazné nekrotické 1éze. Bariya et al. v roce 2011 studoval vliv elicitace Inf na systému
Solanum tuberosum v pribéhu patogenese P. infestans a jiz po 24 h od elicitace
zaznamenal chlorozu a nekrotické 1éze na listech rezistentnich genotypt S. tuberosum,
zatimco u citlivych genotypl se hypersenzitivni reakce viibec neprojevila. Na zakladé
studii od Vleeshouwers et al. z roku 2006 lze konstatovat, ze reakce rostlin na aplikaci
elicitinlt se 1i$i v zdvislosti na taxonu rostliny. Prokézal naptiklad, ze v ramci rodu
Solanum se mohou li8it reakce jednotlivych genotypt stejného druhu na aplikaci Inf.
Tento poznatek naznauje, Ze geneticky zéklad odpovédi vici elicitinu je v ramci
rostlinnych taxonii velmi variabilni (Vleeshouwers et al., 2006). Tyto vysledky
koresponduji s pozorovanim v ramci piedlozené diplomové prace, kdy se 1i$i vyznamné
vliv elicitini na jednotlivé genotypy a dokonce i v piipadé stejného genotypu, ale

rozdilného kultivaru (S. lycopersicum cv. MicroTom a cv. Amateur) (Tab. 5).
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Pokud jsou rostliny vystavené stresové situaci, jako je napi. napadeni patogenem,
rostlinnd bunika reaguje Sirokou Skélou obrannych reakei, Vv pribéhu kterych dochazi
k otevieni iontovych kanalkd a zvySenému vtoku vapenatych iontd do cytosolu. Vapenaté
ionty aktivuji rostlinné NADPH oxidasy, jez hraji klicovou roli v produkci ROS
(Benschop et al., 2007; Suzuki et al., 2011). ROS poté spolu s dal§imi obrannymi
mechanismy, jako je napf. tvorba nekrotickych 1€zi, zabezpecuji rostlindam ochranu po
dobu nékolika hodin az dni po infekci patogenem (Wi et al., 2012, Dubiella et al., 2013).
Prvni faze produkce ROS nastiva béhem nékolika minut po inokulaci patogenem,
sekundarni produkce ROS se objevuje v pribéhu nékolika hodin az dni od napadeni
patogenu (Mittler et al., 2011). V prubéhu dal$iho experimentu byl srovnan vliv aplikace
elicitini na produkei reaktivnich forem kysliku u jednotlivych rajcatovych genotypt. Ze
ziskanych vysledkl je zifejmé, Ze po elicitaci rezistentniho S. habrochaites doslo
k nejintenzivnéjsi produkci peroxidu vodiku i superoxidu (zejména po aplikaci Cry V84F
a Inf V84F). Naopak u S. lycopersicum cv. Amateur nebyla detekovana zadna produkce
peroxidu vodiku po aplikaci elicitini. Mutantni formy Inf zpusobily u tohoto genotypu
intenzivni aktivaci produkce superoxidu ve srovnani s Cry a jeho mutantnimi formami
Cry K13V a Cry V84F, které indukovaly pouze jeho mirnou produkci. Inf nemél Zadny
efekt na produkci ROS. Zvysena produkce peroxidu vodiku u S. lycopersicum cv.
MicroTom byla aktivovana zejména po aplikaci elicitinti s mutaci v poloze 84 (Cry V84F
a Inf V84F). Vyznamné zvySena produkce superoxidu byla detekovana po elicitaci
mutantnimi formami Cry (CryK13V a Cry V84F). Stfedné¢ rezistentni genotyp
S. chmielewskii reagoval na aplikaci elicitinti pouze lokalni stopovou produkei peroxidu
vodiku. Aplikace Cry a jeho mutantnich forem naopak u tohoto stfedné rezistentniho
genotypu vyrazné podpofila produkci superoxidu. Grant a Loake v roce 2000 prokazali ze
Cry dvoufazové aktivuje produkci ROS V prvnich minutach, kdy je rostlina vystavena
pusobeni elicitinu dochazi k rychlé a prechodné produkci ROS, dalsi faze je specificka
pro infekci patogenem, ktery vyvolava hypersenzitivni reakci a nasleduje v ramci dalSich
hodin. Jiz Lecourieux et al. v roce 2002 prokazal nartst produkce ROS po elicitaci Cry
u Nicotiana plumbaginifolia. Ashtamker et al. v roce 2007 detekoval po aplikaci 100 nM
Cry na BY-2 bunky tabaku rychlou akumulaci peroxidu vodiku. Stimulac¢ni efekt
kryptogeinu na produkci ROS u BY-2 tabakovych bunék zaznamenal ve své praci
i Lherminier et al. v roce 2009. Jak je jiz vySe uvedeno vysledky ptfedlozené diplomové
prace potvrzuji, ze efekt elicitace na aktivaci produkce ROS zavisi na genotypu a jeho

schopnostech aktivovat obranné reakce. Nejintenzivnéjsi produkce ROS po elicitaci byla
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detekovana u rezistentniho genotypu S. habrochaites. Dokladal et al. vroce 2012
studoval vliv elicitace Cry V84F na produkci peroxidu vodiku na modelové rostling
N. tabacum L. cv. Xanthi, pficemz stanovil, Ze produkce H20> byla po aplikaci mutantni
formy elicitinu srovnatelnd s ptisobenim Cry. V pifedlozené praci byl zaznamenan stejny
nebo zvySeny efekt na aktivaci produkce ROS elicitiny Cry i Inf s mutaci v poloze 84
V porovnani s nativnimi formami elicitinti. Sasabe et al. v roce 2000 studoval vliv Inf na
produkci peroxidu vodiku v BY-2 bunééné suspenzi tabaku, pifi¢emz prokazal
vyznamnou aktivaci produkce H2O Tuto produkci téméf dvojnasobné zesilil piidavek
superoxiddismutasy k elicitinu, kterd metabolizuje superoxid na peroxid vodiku. Na tuto
studii navazal Saito et al. v roce 2006, ktery detekoval prostiednictvim luminiscen¢nich
metod vyrazné zvySenou produkci NO a superoxidu v BY-2 tabdkové bunééné suspenzi
oSetiené Inf. Také Uruma et al. v roce 2009 prokazal jiz po 12 h po elicitaci Inf vyrazné
zvySenou produkci ROS u N. benthamiana. Bariya et al. vroce 2011 studoval vliv
aplikace Inf na produkci ROS na modelové rostliné Solanum tuberosum. Zaznamenal
intenzivni produkci ROS u rezistentnich genotypi ve srovnani s citlivymi genotypy vici
P. infestans. Obdobnych vysledki bylo dosazeno i vramci diplomové prace, kdy
u rezistentniho S. habrochaites Inf vyznamné aktivoval produkci ROS, zatimco
u citlivého S. lycopersicum cv. Amateur Inf produkci reaktivnich forem kysliku
neindukoval viibec nebo jen stopové.

které se podili na metabolismu ROS u rostlin (Hiraga et al., 2001). Baysal et al. v roce
2005 prokazal, ze peroxidasy pfispivaji k rezistenci rostlin vi¢i riznym patogentim.
Produkce peroxidu vodiku a superoxidu patii mezi prvni cytologicky a histochemicky
detekovatelné reakce rostliny vii¢i patogenu ¢i napt. mechanickému poskozeni. ROS také
napomahaji indukci hypersenzitivni reakce a slouzi jako signalni molekuly v procesu
programované bunéc¢né smrti (Hiickelhoven a Kogel, 2003). Mlickova et al. v roce 2004
stanovila zménu peroxidasové aktivity u rajéatovych genotypt po infekci
P. neolycopersici. Jiz v prvnich 4-12 h po inokulaci prokazala prudky narist GPX
aktivity u stfedné rezistentniho S. chmielewskii. Dalsi nartst enzymové aktivity
zaznamenala po 48 h od inokulace u S. chmielewskii i u rezistentniho S. habrochaites.
V dobé, kdy byl u téchto genotypt detekovan nérlst peroxidasové aktivity, byl zaroven
zaznamenan 1 vyskyt prvnich symptomi HR. Peroxidasova aktivita citlivého genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur byla ve srovnani s pfedchozimi genotypy S. habrochaites a

S. chmielewskii znatelné niZsi, coz korelovalo také s nizkou produkci peroxidu vodiku,
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rychlym vyvojem patogenu na tomto citlivém kultivaru, pfi¢emz nebyly detekované ani
zadné nekrotické 1éze. Souvislost narustu peroxidasové aktivity s intenzivni tvorbou
nekroz popsal také Bestwick et al. ve své studii z roku 1998, kdy sledoval peroxidasovou
aktivitu a hypersenzitivni reakci u Lactuca sativa L. po inokulaci Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola. Také Hiickelhoven et al. v roce 1999 prokazal, ze produkce peroxidu
vodiku, ktery je substratem peroxidasy, uzce koreluje s jejich enzymovou aktivitou a také
s hypersenzitivni reakci. Prvni nartist produkce peroxidu vodiku u genotypti rajcete byl
detekovan Mieslerovou et al. v roce 2004 béhem 3-12 h po inokulaci P. neolycopersici,
kdy zaroven bylo pozorovano kliceni spor a tvorba appressoria patogenu. Dalsi prudky
nartst produkce peroxidu vodiku byl zaznamenan u S. chmielewskii a S. habrochaites
v pribéhu 48 hpi, coz potvrdila i Tomankova et al. vroce 2006, ktera uvedla, ze
sekundarni nartist produkce peroxidu vodiku 1 aktivity GPX je spojen s fadou reakci,
které¢ vedou ke zvySené obrané infikovanych rostlin projevujici se jako hypersenzitivni
reakce. Testované genotypy Solanum spp. se vyznamné lisi aktivitou APX i GPX za
fyziologickych podminek (bez elicitace i bez inokulace patogenem). Vysoka bazalni
aktivita GPX i APX byla zjisténa u odolnych genotypu S. chmielewskii a S. habrochaites.
Aktivita byla 3-4x vys§i v porovnani s aktivitou peroxidas u citlivych genotypi
S. lycopersicum cv. Amateur a cv. MicroTom. Elicitace testovanych genotypd ovlivnila
vyznamné enzymovou aktivitu APX. Nejvyrazngjsi narast aktivity APX byl zaznamenan
po aplikaci vsech elicitinti v ptipadé genotypu S. chmielewskii. Naopak minimalni efekt
méla elicitace na aktivitu APX u S. lycopersicum cv. MicroTom. Aktivita APX
u genotypu S. habrochaites byla stimulovana zejména Inf s mutaci v poloze 13. Celkové
1ze konstatovat, Ze mutace Cry v poloze 13 zptisobila snizeni enzymové aktivity APX ve
srovnani s pusobenim Cry a naopak mutace ve stejné poloze u Inf vedla ke zvyseni
aktivity APX. Mutace v poloze 84 u Cry i Inf vedla ke zvySeni aktivity APX u odolnych
genotypu a to zejména V piipadé genotypu S. chmielewskii.

Aplikace elicitinli vyznamné podpoftila aktivitu guajakolové peroxidasy u genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur, nejintenzivnéjsi narast aktivity nastal vlivem Cry a Inf
Smutaci vpoloze 13. Minimalni zmény v aktivit¢ GPX zpusobila elicitace
S. lycopersicum cv. MicroTom. Enzymovou aktivitu GPX u rezistentniho S. habrochaites
vyznamné zvysila aplikace Inf a Cry V84F. Elicitace Cry s mutaci v poloze 84 zvysSila
aktivitu GPX v porovnani sefektem Cry u odolnych genotypi S. chmielewskii
a S. habrochaites. V ptipad¢ mutace Inf v poloze 84 byl zaznamenan narust APX aktivity

v porovnani s vlivem Inf u vSech testovanych genotypt s vyjimkou S. habrochaites.
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Mutantni forma Cry K13V snizovala enzymovou aktivitu ve srovnani s Cry. Naopak
mutace v poloze 13 u Inf vedla ke zvySeni aktivity GPX v ramci testovanych genotypu.
Bariya et al. se ve své praci zroku 2011 zaméfil na stanoveni zmény peroxidasové
aktivity po aplikaci Inf u S. tuberosum, kdy detekoval vyssi peroxidasovou aktivitu ve
srovnani s kontrolnim vzorkem. Po 2-3 dnech od elicitace, kdy se objevily u S. tuberosum
symptomy HR se enzymova aktivita peroxidas jesté zvysila a pretrvavala po dobu
nasledujicich tii tydnt (Bariya et al., 2011). ZvySeni enzymové aktivity APX i GPX po
aplikaci infestinu bylo potvrzeno také v ramci experimentu diplomové prace v piipadé
citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Inf vyrazné stimuloval aktivitu APX i
v ptipad¢ S. chmielewskii a GPX u genotypu S. habrochaites. Sil et al. vroce 2015
provedl  experiment svyuzitim  kofenovych  vlaski ~ Withania  somnifera
s transformovanym genem kodujicim BCry, kdy potvrdil dvojndsobné zvysSenou aktivitu
GPX ve srovnani s kontrolnim vzorkem (bez transformovaného genu). Aplikace Cry
v piedlozené diplomové prace méla pozitivni efekt na aktivitu APX i GPX u vSech
genotypu, nejvyraznéji v piipadé GPX u S. lycopersicum cv. Amateur a APX u genotypu
S. chmielewskii.

Ziskané vysledky Vramci feSeni diplomové prace poukazuji na souvislost mezi
efektem vyvolanym plsobenim elicitini (tj. aktivace/inhibice vyvoje patogenu)
a mechanismy obrannych reakci, kterymi disponuji jednotlivé genotypy Solanum spp..
Elicitace zvysila odolnost citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur, naopak byla
elicitaci snizena odolnost rezistentniho genotypu S. habrochaites, kdy bylo pozorovano
potlaceni HR, vyznamného obranného mechanismu tohoto genotypu v reakci na patogen
P. neolycopersici. Intenzivni produkce ROS vyvolana elicitiny, zejména u genotypu
S. habrochaites m¢la vliv na inhibici kliceni konidii patogena P. neolycopersici. Pro
dokonceni projektu by bylo vhodné dale doméfit vliv elicitace i v kombinaci s infekci
patogenem P. neolycopersici na aktivity APX a GPX, piipadné hladiny ROS. Pfedlozena
diplomova prace je soucasti projektu, kde se dale stanovuje vliv elicitace na intensitu
postransla¢ni modifikace, jako je S-nitrosylace, kterd miize vyznamné ovlivnit aktivitu

enzymu metabolismu ROS jako je APX i NADPH oxidasa.
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U citlivého genotypu S. lycopersicum Amateur, byla elicitaci vyznamné zvysSena
odolnost rostliny na napadeni patogenem P. neolycopersici (mensi zastoupeni konidii se
3 vlédkny, zpomaleni rustu klicnich vladken patogenu a sniZzeni kliCivosti. Elicitiny
zpusobily chlorozu (lokalni ztrata chlorofylu v listovém pletivu), kterd byla potencovana
po inokulaci patogenem. 48 h po elicitaci byla detekovdna pouze mirn¢ zvySend hladina
superoxidu a zvySend aktivita APX a GPX. U citlivého genotypu jednoznacné doslo
elicitaci k aktivaci obrannych mechanismit a urcitou roli budou hrat ROS a s tim spojena
aktivace antioxidac¢nich enzymu.

Druhy citlivy genotyp S. lycopersicum cv. MicroTom nereagoval na elicitaci
V porovndni s ostatnimi genotypy vyznamnymi zménami sledovanych parametrd. Byl
detekovan vliv elicitace na snizeni klicivosti konicii, ale naopak elicitace podpoftila riist a
vyvoj patogena, lze konstatovat, ze po elicitaci byla snizena odolnost na patogen P.
neolycopersici. U tohoto genotypu elicitace, ani patogenese neaktivovaly obranné
mechanismy na Urovni hypersensitivni reakce.

V piipadé genotypu S. chmielewskii ovlivnila elicitace odolnost rostliny v zavislosti
na typu elicitind. Cry a jeho mutantni formy sniZily odolnost rostliny, naopak Inf a jeho
mutantni formy odolnost rostliny zvysily. S vyjimkou Inf V13K/A14T mé¢la elicitace vliv
na potlaceni nekrotické obranné reakce, ktera je charakteristickd pro tento genotyp
v reakci na infekci patogenem. Po elicitaci genotypu S. chmielewskii vykazoval pouze
stopovou lokalni produkci peroxidu vodiku. Naopak produkce superoxidu byla vlivem
infestinu, kryptogeinu a jeho mutantnich forem byla vyrazné stimulovani. Pro tento
genotyp je charakteristickd nejvétSi aktivace APX aktivity po elicitaci a naopak
s vyjimkou plisobeni Cry V84F pomérné mala aktivace GPX aktivity.

Rezistentence genotypu S. habrochaites byla po elicitaci jednozna¢né snizena, coz lze
dat 1 do souvislosti se snizenou hypersenzitivni aktivitou projevujici se tvorbou
nekrotickych lezi jako typického projevu aktivace obrannych mechanisml rostliny.
Vyznamné detekovand hladina ROS po elicitaci miize souviset 1 sniz$i aktivaci
peroxidas, Vv porovnani s genotypy S. lycopersicum Amateur a S. chmielewskii. Zvysena
koncentrace ROS po elicitaci mize mit vliv na inhibici kli¢eni konidii patogena.

Pii porovnani efektu Cry a Inf na produkci superoxidu a aktivaci antioxida¢nich
enzymu byl vyznamnéjsi vliv Cry u vétSiny studovanych genotypt Solanum spp.. Po
elicitaci Cry byl u vSech genotypt pozorovan vétsi inhibi¢ni efekt na kliceni konidii. Oba

elicitiny vyznamné potlacily hypersenzitivni reakci na patogen P. neolycopersici u
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odolnych genotypti a v ptipad¢ S. lycopersicum Amateur vyvolal Cry intenzivngjsi
chlorozu v porovnani s Inf.

Mutace v poloze 13 Cry u vétSiny genotypt vyvolala nizsi aktivaci APX 1 GPX
a vyssi hladinu ROS a naopak mutace v poloze 13 Inf aktivaci POX zvysila a vliv na
hladinu ROS byl minimalni v porovnani s efektem Inf. V piipadé mutace Inf v poloze 13
nebyl efekt na potlac¢eni nekrotické reakci po infekei patogenem tak velky jako v ptipadé
Inf. Mutace v poloze 84u obou elicitini zptisobila u vétSiny genotypu aktivaci produkce

superoxidu i tvorby peroxidu vodiku.

6. ZAVER

Piedlozena diplomova prace byla zamétena na studium vlivu aplikace elicitini Inf
a Cry vcetn¢ jejich mutantnich forem s modifikacemi v poloze 13 a 84 na obranné
mechanismy rostlin, které byly studovany na modelovém systému Ctyf genotypd Solanum
spp. vyznamné se liSicich svou odolnosti na patogen P. neolycopersici. Z vysledka a
navazujici diskuze diplomové prace vyplyvaji nasledujici zavéry:

1. Byla stanovena odolnost genotypu S. lycopersicum cv. MicroTom na patogen
P. neolycopersici — jedna se a spise citlivy genotyp.

2. Elicitace zvysila odolnost na patogen P. neolycopersici pouze u citlivého
genotypu S. lycopersicum Amateur. U rezistentnich genotypt bylo naopak po
elicitaci prokazano snizeni odolnosti, spojené s potlac¢enim HR.

3. Zvysend produkce ROS po elicitaci, zejména u rezistentniho genotypu
S. habrochaites, méla vliv na inhibici klic¢eni konidii patogenu.

4. Byl detekovan vyraznéj§i vliv Cry na produkci superoxidu a aktivaci
antioxida¢nich mechanismti ve srovnani s Inf u vétSiny studovanych genotypl
Solanum spp..

5. Mutace v poloze 84 u obou elicitini zpisobila u vétSiny genotypt aktivaci
produkce superoxidu i tvorby peroxidu vodiku.

6. Mutace v poloze 13 Cry u vétSiny genotypu vyvolala nizsi aktivaci APX i GPX
a vys$i hladinu ROS v porovnani s efektem Cry. Naopak mutace v poloze 13 Inf
aktivaci POX zvysila a vliv na hladinu ROS byl minimalni v porovnani s efektem

Inf.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA, AsA
APS
APX
AVR
BSA
CAT

Cry

DAB
DHA
DHAR

DTT
EDTA
EFR (EF-Tu)

ET

ETI
FLS2
GPRX
GPX
GR
GSH
GSNO
GSNOR
GSSG
GTP proteiny
HR

Inf

JA

LRR

MAMPs

MAPK

MDHA
MDHAR

MeSA

NADH

NADPH
NADPH oxidasa
NBS

NBS-LRR
proteins

NBT
NiNOR
NOS
NPR1
NR

askorbat
adenosin-5-fosfosulfat
askorbatperoxidasa
avirulentni efektory
hovézi sérovy albumin
katalasa

kryptogein
diaminobenzidin
dehydroaskorbat
dehydroaskorbatreduktasa
dithiothreitol
ethylendiamintetraoctova kyselina

elongation factor thermo unstable receptor (termolabilni elongacni

faktor)

ethylen

effector — triggered immunity (efektorové vyvolana imunita)
flagellin-sensitive2 receptor (receptor citlivy na flagellin)
glutathionperoxidasa

guajakolova peroxidasa

glutathionreduktasa

glutathion (redukované forma)

S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathionreduktasa

glutathion (oxidovana forma)

proteiny vazajici guanosintrifosfat

hypersenzitivni reakce

infestin

kyselina jasmonova

leucin-rich repeat (opakujici sesekvence bohata na leucin)
microbe-associated  molecular  patterns  (molekularni
asociované s mikroby)

mitogenové-aktivovana proteinkinasa
monodehydroaskorbat

monodehydroaskorbatreduktasa

methylsalicylat

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH oxidasa

nucleotide-binding site (vazebné misto pro nukleotidy)
nucleotide-binding site leucine-rich repeat

struktury

proteiny s opakujici se sekvenci bohatou na leucin, jeZ tvofi vazebné

misto pro nukleotidy

nitroblue tetrazolium (nitrotetrazoliova modr)
nitrit-NOreduktasa

syntasy oxidu dusnatého

nonexpressor PR1 proteint

nitratreduktasa
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nsHbs
PAL

PAMPs

PCD

pl
PLCP

PMSF

PR-proteins
PRRs

PRX

Prx Il E
PVPP
PTI
RFLP

Rpi geny
SA
SAR

SDS

SDS-PAGE
SNOs

SOD
TEMED
TF

TRX
uv

wi/v
XOR

non-symbiotic hemoglobins (nesymbiotické hemoglobiny)
phenylalanine ammonia lyasa

pathogen — associated moleculer patterns (molekularni struktury
doprovazejici patogen)
programmed cell death (programovana buné¢nd smrt)
isoelektricky bod

papain-like cysteine protease

phenymethylsulfonylfluorid

3- hydroxy-4- [2- sulfo-4-(sulfo-fenylazo) fenylazo] -2,7-naftalen
-disulfonova

kyselina
pathogenesis related proteins (proteiny spojené s patogenesi)
pattern recognition receptors (struktury receptoru rozpoznavajici
patogen)

peroxidasa

peroxiredoxin Il E

polyvinylpolypyrrolidon

PAMP-trigerred imunity (imunitni odpovédi PAMPs)

restriction fragment length polymorphism (jev, kdy restrikéni
endonukleazy nastipou DNA na fragmenty o rizné délce)
druhové nespecifické R geny pro Siroké spektrum rezistence
kyselina salicylova

systémové ziskana rezistence

dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
S-nitrosothioly

dodecylsulfatu sodné¢ho

superoxiddismutasa

N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin

transkripéni faktor

thioredoxin

ultrafialové zareni

hmotnost na objem

xanthionoxidoreduktasa
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