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Biotickeé faktory prostredi

» Houbové organizmy (biotrofni, nekrotrofni)

— Blumeria, Erysiphe, Monilinia, Sclerotinia, Ustilago,
Melampsora, Puccinia, Uromyces, Fusarium aj.

» Bakterie
— Xanthomonas, Pseudomonas, Agrobacterium, Erwinia aj.

» Viry a viroidy
— Organizmy patogenni x nepatogenni

» Hmyzi skudci



» Listy

» Plody

— krcky

» Stonky

stonku

» Koreny

Powdery mildew

Spotted wilt
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Hostitel — patogen

1. Interakce hostitel — patogen
— 1. kontakt, nalet spor (jinych Castic)
— infekCni tlak, mechanismy zabranujici vniknuti do pletiv
rostliny

2. Infekce
— patogen v aktivovaném stavu
— obranna reakce latek pritomnych, aktivace
— produkce novych, inhibiCnich latek rostlinou

3. Paraziticky vztah
— projevy choroby u rostliny

Virulence patogena



Mechanizmy pusobeni rostlinnych

patogenu
Houbové patogenni organizmy

» Produkuji enzymy narusujici rostlinnou bunécnou
sténu: polygalakturonidazy, pektat lyazy, kutinazy

» V dalSim stadiu enzymy hydrolazy, esterazy
narusuji makromolekularni komponenty rostlinnych
bunek

» Hostitelsky selektivni toxiny (mykotoxiny), specificky
Skodlivy ucinek
napr. Cochliobolus carbonum - HC toxin, inhibuje aktivitu

histonové deacetylazy (enzym nezbytny pro aktivaci
genu obranného systému)



bunécnou sténu

» Blumeria graminis (padli travni)

Tvorba haustoria

(A) Appressorium o
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Plant cuticle
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» Cochliobolus carbonum
» Elicitory

» HC-toxin inhibuje
aktivitu histonové

2. Tvorba toxinu a elicitoru

HC-toxin
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» Gen HM1 tvori HC-toxin
reduktazu detoxifikuje
HC-toxin
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Bakterialni patogenni organizmy

» VétSinou gram-negativni

» Degraduji pektin aj. slozky bunécné steny rostlin
(pektin lyazy, polygalakturonidazy)

» Prezivaji v mezibunécnych prostorach ruznych
organu nebo v xylemu

» Produkuji specificke toxiny, extracelularni
polysacharidy

napr. Pseudomonas syringae pv. tabaci — tabtoxin, inhibuje
glutamin syntetazu (odbouravani amonnych iontu)

» Zpusobuji cévni vadnuti, rakovinu, snéti, hniloby,
plisne

» Geny hrp (hypersensitive response and
pathogenicity cluster) nezbytné pro patogenezi



» Geny Hrp produkujici proteiny nezbytné pro
patogenezi rostlinnych patogennich bakterii —
transport proteinu Avr.
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Mechanizmy rezistence rostlin
k patogenum

A. Konstitutivni a indukované obranné
mechanizmy

B. Pasivni a aktivni obranné mechanizmy

» Pasivni obranné mechanizmy
— Kutikula — nerozpustny polyester kutin, suberin, vosky
— Lignin
— Bunécna stena
— Morfologické bariéry
= je€men - spory Ustilago nuda f. hordel snét



Pasivni obranné mechanismy
Konstitutivni inhibicni latky

» Saponiny —avenacin

L pod povrchem kofenu

— glykosylované latky

— triterpenoidy, steroidy, steroidni
glykoalkaloidy

— Glykoalkaloid tomatin —

rezistence k Fusarium u
zelenych plodu rajcat

B-D-glu (1—>2)

B-p-glu (1—4)

dresi » Glukosinolaty
® gﬁmmﬁ_(\{ww — Glukosidy obsahujici siru
N — Celed Brassicaceae
ST i ——_ pogkozeni kofene — jejich
e S hydrolyza a uvolhovani rady
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Aktivni obranné mechanizmy

1. Biopolymery bunécné stény

— indukce patogenem a elicitory, enzymy peroxidazy
— lignin, suberin, kaloza

— extenziny, thioniny

2. Antibakterialni a antivirove latky

— Elicitory (glukany, glukézaminy, polysacharidy,
glykoproteiny, ribonukleazy)

— Syntéza inhibiCnich latek po interakci hostitel —
patogen

— Fytoalexiny
= sekundarni metabolity rostliny, antibiotické povahy
= nizkomolekularni latky, druhové specificke
» pisatin, fazeolin, zeatin, trifolirhizin, risitin
= enzymy fenylalanin lyaza, chalkonsyntetaza




3. PR proteiny (pathogen related)
— Indukované infekci virt, bakterii, houbovymi patogeny
— Enzymova aktivita - chitinazy, glukanazy, deproteinazy
— Lokalizace v mezibunécénych prostorach

— Induktor PR proteint — etylén, prostfednictvim enzymu
PAL (fenylalanin lyaza)

4. Systemova rezistence (SR)

— Indukce aktivniho obranného systém tzv. hypersenzitivni
reakce, nekroza

— S§ifeni signalu po rostliné

— endogenni signal pfi SR - kyselina salicylova,

— zména exprese genu, exprese nékterych genu pro PR
proteiny

— dalsi signalni latky — etylén, jasmonova

Prekryvani obrannych mechanizmu
Koordinovana indukce riznych metabolickych aktivit



Bezprostiedni rekce v misté priniku patogena
Tvorba volnych radikalt (kysliku)

Otevirani iontovych kanalu

Fosforylace a defosforylace protein(
Preusporadani cytoskeletu

Hypersenzitivni reakce

Aktivace exprese genu

Lokalni reakce a aktivace genli

Zmeény v biosyntéze sekundarnich metabolitu
Zastaveni buneécného cyklu

Syntéza PR proteinu

Akumulace kyseliny salicylové 20x — 50x
Tvorba etylénu a kyseliny jasmonové

Tvorba ligninu v bunécnych stenach

Systémova reakce a aktivace genu
Glukanazy, Chitinazy

Peroxidazy

Syntéza dalSich PR proteinu

Napadeni rostliny patogenem
Faze obranné reakce rostliny

Pathogen




Systémova rezistence

» Ziskana systemova rezistence SAR

» 1 — 1. infekce TMV u tabaku
» 2 —1l. iInfekce

ROSTLIN

Okus, poranéni
Kyselina jasmonova
Etylén

Signal — kyselina
salicylova

Indukovana systémova rezistence
Signal — kyselina jasmonova, etylén

(A) Systemic acquired resisthnce (C) Induced systemic resistance . . L
P PR No pathogenesis-related ) Systemic proteinase inhibitor/wound response
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Signalizacni kaskada a aktivace
jadernych gent
» Aktivace obrannych mechanizmu rostliny

Elicitor
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Signalizacni kaskada a aktivace
jadernych gent

Spore germination Appressorium formation Formation of papilla below
the penetration peg

Appressorium

Spore Germ tube

ROSTLIN

Penetration peg |
Cell wall

Host papilla

Kli€ici spora Appresorium Penetrace

GENETI



Signalizacni kaskada a aktivace
jadernych gent

1. PG - enzym polygalakturonidaza — pektolyticky enzym, narusi
bunéénou sténu

2. PG uvolnuji oligogalakturonidy

Plant cell

(elicitor), ty reaguji s
receptory cytopl. mem.

Plasma
membrane

3. Prenos signalu a aktivace
exprese jadernych genl
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Klasifikace rezistence k patogenum

1. Vertikalni — kédovana alelami 1 nebo nékolika
genu
— rasoveé specificka — alela urcitého lokusu rezistence R
koduje odolnost vuéi 1 genotypu patogena = patotypu
Flor, 1940 - teorie gen proti genu

2. Horizontalni — kddovana polygenneée
— rasoveé nespecifickad — uc€inna vuci Sirokému spektru
patotypu, polni rezistence, silna interakce genotypu a
prostredi



Vertikalni rezistence

» Geneticka determinace rezistence rostliny
— gen rezistence  RI/r

ROSTLIN

» Geneticka determinace avirulence patogena
— gen avirulence AVR/avr

Koncepce gen proti genu



Geneticka determinace rezistence

Interakce
Rostlina (hostitel) - - Patogen

genom 1 genom 2

, ROSTLIN

geny rezistence R geny avirulence Avr
vetsinou dom. alela dominantni

| l

protein 1 rozpoznani protein 2=elicitor

Vysledkem je rezistence rostliny



patogen

Rasoveé specificka rezistence

» Inkompatibilni a kompatibilni interakce hostitel —

Pathogen
genotype

Host plant genotype

R1

ROSTLIN

Avrl

@ -
Avrl

No disease

R1 protein

(Plant and pathogen
are incompatible.)

r1
‘*"
Avrl  rl protein

Disease

(Plant and pathogen
are compatible.)

avrl

o<

avrl Rl protein

Disease

(Plant and pathogen
are compatible.)

=

avrl  rl protein
Disease
(Plant and pathogen

are compatible.)
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ROSTLIN

GENETI

patogen

» Toxin dependentni kompatibilni interakce hostitel —

Pathogen Host plant genotype
genotype RR or Rr rr
Enzymatic No enzymatic
detoxification detoxification
Tox W or 2
Insensitive target Sensitive target
protein protein
No disease Disease
No
tox toxin @
No disease No disease




Rezistence ke rzi Melampsora lini
len Linum usitatissimum

» Flor 1940

» Hostitel (rostlina) geny rezistence R
— odruda gen rezistence L s alelami L, | genotyp LLnn
— odruda N N, n IINN

\ ROSTLIN

» Patogen (= patotyp) geny avirulence s alelami Avr, avr
— patotyp Avry,
— patotyp Avr,
— L determinuje rezistenci k Avr,
— | determinuje citlivost k Avr,
- N determinuje rezistenci k Avr
- n determinuje citlivost k Avr



Podstata interakce produktili genu R a
AVR

\ ROSTLIN

Patogen Rostlina
A
_ 4  choreb
B
AVR —» chordb
Elicitor
C
} _R —» chorob
Eec
D rezistence
AVR } R }_{Wﬁ;ﬁﬂm

Elicitor



Zpusob interakce mezi produkty genti R
a AVR

» Interakce rajCe — Pseudomonas syringae pv. tomato

» Patogen — AvrPto

ROSTLIN

» Rostlina — Pto, Prf

) (b) Co-receptor
-, model

Guardee protein (e.g. Pto)

(d) Protease-dependent
defence elicitation

Avirulence
peptide
(e.g. AvrPto)

LRRs

I

> Conformational
change

Resistance gene
product (e.g. Prf)

[ Defense response J
Activation of R-gene dependent resistance

Current Opinion in Microbiology




Geneticka determinace rezistence podle
teorie gen proti genu

rezistence | rezistence citlivost citlivost

rezistence citlivost rezistence citlivost




Molekularni genetika rezistence rostlin

k chorobam
Inkompatibilni interakce patogen — hostitel

» Patogen Melampsora lini » Hostitel Linum sitatissim
— Cladosporium fulvum — Lycopersicon esculentum
— virus mozaiky tabaku — Nicotiana tabacum

Dvou- a trojrozmérna
struktura proteinu Avr9

Cladosporium fulvum

s Disulfidiebridgesﬁ
1
YONESCIREDEOSCLOCROBEERBOO®D
AVR9

GENETIKA ROSTLIN




Molekularni genetika rezistence rostlin

k chorobam
Kompatibilni interakce patogen — hostitel

patogen
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Produkty genu R a jejich
charakteristické domeény

Call wall
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Pouzité zkratky domén proteinu

» LRR (leucine-rich repeat)
— receptorova doména — mnohonasobna repetice AK s leuciny
— lokalizace extracelularni i cytoplazmaticka

» NBS (nucleotide binding site)
— signalni doména — vazebna mista pro ATP a GTP, misto
— Interakce R proteinu s dalSimi proteiny regulaéni kakady

» CC (coiled coil)
— struktura svinutého helixu, misto tvorby dimert

» TIR (Toll interleukin receptor)

— cytoplazmaticka signalizacni doména, homologie s receptorovymi
doménami savcu

— Toll protein (Drosophila melanogaster)
— interleukin 1 receptory zivodichu

» NLS (nuclear localisation signal)
» WRKY (transkripCni factor)

» TM (transmembrane)



Klasifikace nékterych klonovanych genu
resistence (1/3)

L,M,P len Melampsora lini
N tabak virus mozaiky tabaku
TIR-NBS-LRR
Peronospora parasitica
RPP1,RPP5, RPS4 | Arabidopsis
Pseudomonas syringae
Prf rajce Pseudomonas syringae
Mi Melodogyne incognita
Glodobera (nematoda),
CC-NBS-LRR Gpa2/Rx1 brambor virus X bramboru
Pseudomonas syringae
RPS2, RPSS, | Arabidopsis
RPM1, RPP8/HRT P Peronospora,
Turnip crinkle virus
NBS-LRR Bs2 pepper Xanthomonas campestris




Klasifikace nékterych klonovanych genu

resistence (2/3)

Dm3 locika Bremia lactuca
12 rajce Fusarium oxysporum
Cre3 pSenice Heterodera avenae
NBS-LRR Xal Xanthomonas oryzae
ryze
Pib, Pi-ta Magnaporthe grisea
Rpl kukufice Puccinia sorghi
Mla je€men Blumeria graminis
Tlﬁig?\s;‘}?f' RRS1-R Arabidopsis | Ralstonia solanacearum
LRR-TM Cf-2, Cf-4,Cf-5, Cf-9 rajce Cladosporium fulvum
Kinaza Pto rajce Pseudomonas syringae




Klasifikace nékterych klonovanych genu
resistence (3/3)

Kinaza PBS1 Arabidopsis | Pseudomonas syringae
Kinaza-kindza Rpgl jeCmen Puccinia graminis
Xaz2l ryze Xanthomonas oryzae
LRR-TM-Kinaza
FLS2 Arabidopsis Innate immunity
jedineCny HS1pro-1 suggar beet Heterodera schachtii
jedine¢ny RPWS8 Arabidopsis Erysiphe (fungus)
membranovy protein mlo jeCmen Blumeria graminis
glvykfjproteln Vel rajce Verticilliu albo-atrum
bunééného povrchu
toxin reduktaza Hm1l kukufice Cochliobolus carbonum
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Obrana pred parazity a predatory

» Obranné latky:
— Konstitutivni
— Indukované

- -
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Number of spiders

Current Opinion in Plant Biology




Obrana pred parazity a predatory

» Had’atka » Hmyz
— modifikuji metabolizmus — vektory Sifeni viru v
korenovych bunek rostlinnych bunéek

Nematode Giant cells

ROSTLIN

i Vascular bundle penetrated o,
by the insect feeding stylet.

Aphid stylet—_ |

)

Root-knot
nematode

| Plasmamembrane




\ ROSTLIN

Obrana pred parazity a predatory

1. Sekundarni metabolity rostlin
— fenoly
— terpenoidy
— dusikaté sloucCeniny

2. Syntéza hmyzich hormonu rostlinnymi pletivy,
analogy svilékacich hormonu
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