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UVOD

Phytophtora je znamy rod pre fytopatologov, zéastupcovia tohto rodu zapricinuji
rozne patogénne ochorenia a ndasledne vel'ké Skody na turode polnohospodarsky
vyznamnych plodin. Na poliach s tabakom bola pozorovana v pritomnosti patogénov
zrodu Phytophthora nekréza rastlin bez toho, aby na poli dochadzalo k Sireniu
patogénneho ochorenia. Zacalo sa skumat’, o to spdsobuje a nasledne boli vyizolované
z filtratov kultar mikroorganizmov Phytophthora cryptogea a Phytophthora capsici
proteinové elicitory — elicitiny. (Elicitor je latka vyvolavajuca v rastlindch obrannu
reakciu.)

Aj vnasom laboratoriu sa zacali skumat’ jednotlivé efekty kryptogeinu, elicitinu
z patogéna Phytophthora cryptogea, na celé rastliny isuspenzné kultary tabaku.
Zaoberame sa Stidiom mechanizmu obrannych reakcii rastlin proti patogénom,
konkrétne Studujeme interakcie medzi organizmami Nicotiana tabacum a Phytophthora
cryptogea. Bolo publikovanych vela c¢lankov o biologickej aktivite, fyziologickych
a biochemickych efektoch elicitinov nacelé¢ rastliny isuspenzné kultury tabaku
(prehl'adny stpis-moja bakalarska praca) a ranné faza obrannej reakcie tabaku vyvolana
kryptogeinom je popisana v kapitole 3.2.1. tejto prace.

Tato diplomova praca obsahuje popis Struktiry a vlastnosti kryptogeinu
a mutantnych proteinov od neho odvodenych. Dalej jej st¢astou su kapitola o vyzname
draselnych 1i6nov aich transporte v rastlinich, popis U¢inkov oxidu dusnatého
na tabakové bunky icelé rastliny avysledky mojej experimentdlnej prace, ktorej
napliou bolo meranie zmien koncentracie draselnych iéonov v extracelularnom prostredi

a oxidu dusnatého po vyvolani obrannej reakcie roznymi elicitinmi.



TEORETICKA CAST
1. PHYTOPHTHORA

Phytophthora je rod mikroskopickych organizmov, ktoré patria do triedy Oomycety.
Z vela zastupcov patriacich do tohto rodu viac ako 30 odrdd sekretuje elicitiny. Tieto
parazitujice mikroorganizmy patria medzi hemibiotrofy. Hemibiotrofy spociatku
vegetuju biotrofnym spdsobom, rastl a rozmnozujii sa na zivom rastlinnom pletive.
Nasledne ked hostitel'ské bunky zomieraju, prechadzaji na nekrotrofny sposob
vegetacie, tj. Cerpaju ziviny z mftvych rastlinnych buniek.

Mikroorganizmy rodu Phytophthora parazituju prevazne na vysSsich suchozemskych
rastlindich. Napriklad Phytophthora fragarie parazituje na jahodach, sposobuje
ochorenie s nazvom ¢ervend hniloba korena jahody [1] (obr. 1). Phytophthora infestans
(plesent zemiakova) napada listy i hl'uzy zemiakov (obr. 1) aidnes spdsobuje vazne
straty na urode. Koncom polovice 19. storocia bola zodpovedna za vystahovatel'skli
vlnu z frska do USA. Okrem choroby zemiakov spdsobuje Phytophthora ochorenia

dal’sich ekonomicky vyznamnych plodin ako je kakao a soja, ale tiez lesov v Kalifornii

a Australii.

Obr. 1.: Zemiakové hluzy napadnuté Phytophthorou infestans (vlavo) [2] a koreni jahody infikovany
Phytophthora fragarie (vpravo) [1].

Este pred nedavnom bola trieda Oomycety taxonomicky zaradend do riSe hub -
Fungi, teraz patria Oomycety do riSe Protoctista [3]. Na prvy pohl'ad je rastova schéma
hub a Oomycet rovnakd, kvoli tomu boli Oomycety dlho povazované za triedu v risi

huab.
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Obr. 2.: Fylogeneticky strom ukazujici evoluéné pribuzenstvd medzi hlavnymi eukaryotickymi

skupinami, zdéraznujici evoluénu vzdialenost-blizkost’ medzi Oomycetami a hubami [3].

2. INTERAKCIA PHYTOPHTHORA — RASTLINA
2.1. INFEKCIA

Phytophthora produkuje mycélia a spéry pre nepohlavné a pohlavné rozmnozovanie.
Utinna spérova produkcia a rozsirenie su dolezité pre jej stretnutie s rastlinou. Spéry sa
roznasané vetrom alebo dazd’om, su rozptylené v kvapkach vody, vo vodnych filmoch
alebo v pddach bohatych na vodu. Jedna sa o jednojadrové bunky bez bunkovej steny,
majuce dve flagely nerovnakej dizky. Mechanizmus, ktorym tieto spoéry tto¢ia na
hostitel'sku rastlinu nie je zndmy, ale predpokladd sa, Ze procesy ako chemotaxa,
elektrotaxa a autoagregacia by mohli pri Gtoku hrat’ dolezita tlohu [3].

Ked sa spora dostane k hostitel'skej rastline, zbavi sa flagel astane sa znej
nepohybliva cysta. Pohlavné spory Oomycet su schopné obycCajne pretrvat’ extrémne
prirodné¢ podmienky, vyskytujuc sa poc€as prezimovania na zbytkoch listov alebo
v pode. K upevneniu na rastline Oomycety Phytophthora a Pythium hromadia material
v malych vezikloch vo vnutri spdr, ktory je uvol'neny na obalenie cysty. Kli¢iace cysty
Oomycety Phytophthora infestans produkuji okrem toho eSte proteiny podobné
l'udskym mucinom (adhezivne molekuly) a pravdepodobne sluZia k ochrane cyst
pred vysusenim alebo pred fyzickym poskodenim.

K preniknutiu do pletiva hostitel'skej rastliny vytvaraja rdézne druhy rodov
Phytophthora, Pythium a hub appresoria (prisavky) a haustoria (obr. 3 a 4). Appressoria
rodov Phytophthora a Pythium st vSeobecne malo porovnatelné s hubovymi, nie su
melaninové, pigmentové a od klic¢iacich vlakien st oddelené pomocou tzv. falosného

septa, na rozdiel od hub, uktorych sa nachadza septum, ktoré zaroven oddeluje



jednotlivé bunky [3]. Rovnako ako u hub tvorbu appresoria u Oomycet Phytophthora
infestans, Phytophthora palmivora a Phytophthora sojae mdze vyvolat topologicka
charakteristika povrchu hostitel'ského pletiva, ako st vybezky a nepravidelnosti.
Haustoria sa gulovité alebo lalo¢naté intracelularne Struktary, ktoré su
Specializované na ziskavanie zivin z hostitel'skej rastliny v biotrofnej faze zivota
mikroorganizmov ~ zrodu  Phytophthora. Vznikajuce haustérium, neprenika
do cytoplazmy, ale tla¢i pred sebou cytoplazmaticki membréanu, ktord sa preliaci, v

medzere medzi fiou a bunkovou stenou sa hromadia Zziviny, ktoré Phytophthora

vstrebava. V mieste vniknutia haustoria do bunky sa vytvara tzv. krcok.

Obr. 4.: Phytophthora infestans: rozvetvené hyfy s haustoriami v mezofilnych bunkach zemiakového

druhu Bintje [3].

2.2. BOJ HOSTITELI'SKE] RASTLINY A PATOGENA ZRODU
PHYTOPHTHORA PRI NAPADNUTI

Phytophthora vyluCuje mnoZstvo latok, ktoré st potrebné jednak pre uspeSni
kolonizaciu hostitel'skej rastliny ale taktiezZ i pre ochranu pred rastlinnymi latkami
urenymi na obranu rastliny pred patogénnom zrodu Phytophthora. Patria sem
napriklad enzymy degradujuce rastlinni bunkovu stenu. Tieto enzymy st casto
vytvarané v kli¢iacich infekénych hyfach k ulahceniu tspesnej penetracie. U Oomycety
Phytophthora infestans bol identifikovany gén Pipgl, ktory kdéduje extracelularnu
endopolygalakturondzu [3]. Polygalakturondzy su pektinazy, ktoré hydrolyzuji



homogalakturéonovy retazec pektinu. Tento gén je exprimovany v kli¢iacich cystach, ¢o
naznacuje, ze tato polygalakturondza mé svoju lohu v pociato¢nom Stadiu infekcie.
V génome mikroorganizmu Phytophthora infestans boli najdené gény aj pre rozlicné
glukanazy [3].

Ako obranu proti patogénom zrodu Phytophthora rastliny produkuji enzymy
degradujiice bunkovl stenu patogéna na oligosacharidy, ktoré vyvoldvaju u rastlin
d’al§ie posilnenie obrannej reakcie. Phytophthora vyvinula protiatocnu stratégiu,
napriklad Phytophthora sojae sekretuje do otvoru vzniknutého pri poskodeni
rastlinnymi glukandzami proteiny, ktoré¢ inhibuju rastlinné obranné enzymy [3].
Sekréciou takéhoto proteinu v apoplaste zabranuje rozpadavaniu oligo-B-glukanov a tak
znemoziuje alebo spomal’uje nastartovanie obrannej reakcie rastlinou. Phytophthora
infestans vyvinula mechanizmy inhibicie aktivity rastlinnych extracelularnych proteaz,
zaradenych do rastlinnej obrany, vylucuje protein s proteazinhibi¢nou funkciu [3].

Rastlinna obrana nie je zalozena len na produkcii enzymov degradujucich bunkovu
stenu patogéna, ale rastliny syntetizuju aj antimikrobidlne sekunddrne metabolity ako s
fytoanticipiny (vytvaraju sa stale) a fytoalexiny (ich tvorba je stimulovana napadnutim
patogénom). Okrem toho sa v rastlinnom pletive tvoria aktivne formy kyslika, spusta sa
hypersenzitivna reakcia a bunkova smrt’” v okoli miesta infekcie. Aktivuje sa signalna
transduk¢énd kaskada, ktora moze viest az k lokalnej a/alebo systémovej ziskanej
rezistencii rastliny proti patogénom.

Rezistencia zavisi na schopnosti rastliny rozpoznat patogén ¢o najskor pocas
infekéného procesu, na rychlosti spustenia obrannej reakcie a intenzite jednotlivych
krokov obrany. Molekuly, ktoré prezradzajii pritomnost’ patogéna, elicitory, aktivuju
receptory hostitel'a. Transdukénou signdlnou kaskddou sa signal rychlo prenasa
a spustaju sa hostitel'ské obranné mechanizmy, ktorych ulohou je zabranit’ d’alSiemu
rastu, rozmnozovaniu a Sireniu patogéna. Ochorenie zapriCinené patogénom sa $iri len
v citlivych rastlindch, ktoré nie st schopné rozpoznat’ patogén alebo odpovedaju prili§

pomaly a/alebo slabo.

2.2.1. SIGNALNA TRANSDUKCNA KASKADA

Po napadnuti rastliny patogénnom moézu nastat’ rozne situacie, medzi rastlinou
a patogénom sa vytvori bud’ nekompatibilnd alebo kompatibilnd interakcia.
Kompatibilna interakcia nastane, ked’ sa jedna o hostitel'sku rastlinu daného patogéna,

rastlina patogén nerozpoznd, nenaStartuje proti nemu obranné reakcie a ddjde tak



k rozvinutiu choroby. Vo vsetkych ostatnych situaciach, ked’ sa jednd o nehostitel'ska
rastlinu a/alebo ked’ patogén sekretuje elicitory a je rastlinou rozpoznany, je snaha
o jeho znicenie alebo je GspeSne zni¢eny, je interakcia oznacovana ako nekompatibilna.

Elicitory mozu pochadzat’ z patogéna alebo z hostitel'skej rastliny, ako dosledok
pOsobenia patogéna. NajCastejSie su to proteiny, peptidy, oligosacharidy chitinového
typu a Stepy glukdnov. Existuju druhovo Specifické alebo neSpecifické, prikladmi
druhovo nespecifickych elicitorov su hubové fragmenty (ergosterol, chitin) a fragmenty
bunkovych stien hostitel’a (linearne B-1,3-glukany)[4],vzniknuté pocas procesu infekcie.

Ci je rastlina odolna voéi patogénom alebo nie, vysvetluje jeden z modelov model
gén verzus gén [4]. Druhovo Specifické elicitory su kédované avirulentnymi génmi
patogéna. Rastlina vlastni vo svojom gendéme gény rezistencie, ktorych expresiou
vznikajii receptory rozpoznavajuce druhovo Specifické elicitory. Na Specifickom
rozpoznavani je zalozeny vznik rezistencie hostitel'skych rastlin voc¢i patogénnom.
Ked rastlina rozpoznad patogén, elicitor sa naviaze na prislusny receptor, spusti sa
transduk¢na signalna kaskada. V tejto kaskade maji dolezita ulohu receptory spojené
s G-proteinmi, ktoré aktivuji véapenaté kandly v plazmatickej membrane. Dochadza
k vtoku vapenatych i6nov do intracelularneho prostredia. Vapenaté i6ny
aktivuju proteinkindzy, ktoré prenasaju signal d’ale;j.

Prvé odpovede detekované v rastlinach st aktivacia ionovych tokov a tvorba
aktivnych foriem kyslika (AOS) [4]. AOS, ako su peroxid vodika, superoxidovy radikal
a hydroxylovy radikal, vznikaju Cc¢innostou enzymu NADPH oxiddza v procese
nazyvanom oxidacné vzplanutie. Ovplyviluju hostitel'ské bunky v mieste infekcie,
navodzuju ich programovanu bunkova smrt’ (PCD) a tak mézu brzdit’ Gtok patogénu.

Kontakt elicitor-receptor spusti proces hypersenzitivnej reakcie:

- otvaranie kanalov pre vapenaté, draselné a chloridové iony

- syntézu oxidu dusnatého

- fosforylacie proteinov

- PCD pletiva v mieste napadnutia

- zmeny v expresii obrannych génov

- tvorbu sekundarnych metabolitov fytoalexinov

- syntézu prekurzorov ligninu, aktivaciu fenylalaninamoniaklydzy

- sytézu ,,patogenesis-related* proteinov

- tvorbu a akumuléciu etylénu, kyseliny jasmdnovej, salicylovej a benzoove;j

- posilnenie bunkovej steny

10
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Obr. 5.: Model transdukénej signalnej kaskady, prvych krokov reakcie rastliny na interakciu
s patogénom. Model popisuje prenos signalu (elicitor) pomocou receptoru spojeného s G-proteinom
(prerusované Ciary naznacuju aktivaciu heterotrimérneho G-proteinu), ktory vedie k zvyseniu cytozolovej
koncentracie Ca®*, Ca®" aktivuje doménu proteinkindzy kalmodulinového typu (CDPK). To nastartuje
aktivitu NADPH oxidazy, vznikaji aktivne formy kyslika (O*, H,0,). Zvysenie cytozolovej koncentracie
Ca®" aktivuje aj produkciu kalézy enzymom P-1,4-glukansyntaza. Nasleduje aktivacia proteinkindz C

(PKC) a Ca*'/ CaM-dependentnej ionmi Ca*’, ktoré refosforyluja H'-ATPazu [4].

Niektoré tieto procesy mozu viest k lokalnej a systémovej ziskanej rezistencii
hostitel'skej rastliny voci patogénom, posilnenim obrannych mechanizmov. Rezistencia
je neSpecifickd, ucinna proti Sirokej Skale patogénov bez obmedzenia lokalizacie miesta
napadnutia, trva vSak maximalne niekol’ko tyzdiov, na rozdiel od rezistencie

u zivocichov, u ktorych existuje imunitnd pamat’.

3. ELICITINY
3.1. STRUKTURNE ZNAKY A VLASTNOSTI

Elicitiny si malé hydrofilné proteiny bohaté na cystein vylu¢ované mnohymi druhmi

mikroorganizmov z rodu Phytophthora ako produkty avirulentnych génov. Preo nie
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jednoducho len proteiny? Elicitiny sa nepodobaju ostatnym proteinom a preto tvoria
zvlast’ skupinu.

Elicitiny st obmedzené na druhy z rodu Phytophthora aniekol’ko maélo druhov
z rodu Pythium, bolo zistené ze iné rody z triedy Oomycety nevlastnia gény pre elicitiny
ekvivalentnych sekvencii. Dal3ie znaky, ktoré robia z proteinu elicitin zo §trukturalneho
hl'adiska su:

- velkost’- 98 aminokyselin vo vicSine pripadoch

- aminokyselinova stavba — vyznacujuca sa nedostatkom tryptofanu, histidinu a argininu
a pocetnostou aminokyselin serinu, treoninu, ktoré tvoria asi 30% proteinu, alaninu
aleucinu, ktoré tvoria kazdy asi 10%, vyskyt Siestich cystinovych zvySkov,
lokalizovanych na stalych poziciach a tri disulfidické mostiky [5].

Podrla izoelektrického bodu (pl) sa elicitiny daju rozdelit’ na kyslé (o, pI<5) alebo
bazické (B, pI>7,5). B-elicitiny si produkované len obmedzenym poctom druhov.
Podstatny rozdiel medzi a- a B-elicitinmi je celkovy néboj, dosledok ich rozdielnej
stavby, rozdielneho mnozstva nabitych aminokyselin. Pozitivny nédboj v f-elicitinoch
sposobuje 6 lyzinovych zbytkov, zatial’ ¢o a-elicitiny obsahuji len 2-4 lyzinové zbytky.
Dalsi rozdiel, v B-elicitinoch st rezidua 13 a 14 polarne aminokyseliny (Lys, Thr), ktoré
prerusuju hydrofobny ret'azec, ktory v a-elicitinoch preruSeny nie je [5].

Elicitin kodujtce sekvencie boli podrobne preskiimané a rozdelené do 3 tried.

Trieda 1 obsahuje vSetky elicitiny, ktoré maju Gplne konzervativne rezidua 6 Cys,
3Met, 2 Phe a3 Gly, reziduda Leu, Ile, Pro aThr lokalizované na vysoko
konzervativnych poziciach. Do triedy 1 je zaradena eSte skupina 1’ trochu odlisnych
proteinov od tych v triede 1, prejavujicich sa novymi znakmi ako su histidinové zbytky,
flexibilnou oblast'ou retazca v poziciach 98-101 a d’al§imi pocitatom dedukovanymi
znakmi, ako su asparaginové glykozylované miesta [5].

Trieda 2 obsahuje hyperkyslé elicitinové sekvencie, 103-104 aminokyselin dlhé
otvorené Citacie ramce z mikroorganizmov Phytophthora cryptogea alebo Phytophthora
cinnamomi, ktoré¢ po prepise odpovedaji vysoko kyslym proteinom s celkovym
nabojom od -6 do -10 [5].

Do triedy 3 sa zarad’'uju 2 elicitin-kodujuce sekvencie z Oomycety Phytophthory
infestans, ktoré koduji 165-170 aminokyselin dlhé peptidy, ktoré su zlozené
z konzervativnej 98 aminokyselin elicitinovej Casti, spojenej so ~ 70 aminokyselinovou

C-koncovou doménou [5].
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3.1.1. 3D- STRUKTURA KRYPTOGEINU

Kryptogein je maly hydrofilny holoprotein s molekulovou hmotnost'ou 10 kDa, druh
B-elicitinu, sekretovany Oomycetou Phytophthora cryptogea.

3D-$truktara kryptogeinu bola odhalena rontgenovou difrakciou proteinového
krystalu a'H NMR proteinového roztoku. Medzi $trukturami zistenymi tymito
metédami st len drobné rozdiely, ,krystdlova” Struktara je ucelenejSia, kdezto

»struktura z roztoku” zvyraziuje flexibilitu proteinu.

Obr. 6.: 3-D struktara kryptogeinu

Kryptogein je globularny protein, zlozeny z 98 aminokyselin, obsahuje 5 hélixov, a;-
as z N-konca k C-koncu v tomto poradi, maly antiparalerny p-skladany list a Q-slucku.
Tieto Struktiry st navzajom pospdjané disulfidickymi mostikmi a vodikovymi vézbami.
Disulfidické mostiky su 3, boli popisané medzi Cys 3 — Cys 71, Cys 27 — Cys 56, Cys
51 —Cys 95.

Na molekule kryptogeinu mozno tvarovo rozlisit’ dve strany, jedna je hladka, tvori ju
a-hélix s poldrnymi aminokyselinami obkolesenymi roztokom, druhd strana ma tvar
zobéka, ktory je zlozeny z B-Struktury a z Q-slucky (obr. 6 a 7). Vo vnutri medzi tymito
Struktarami a, B a Q-sluckou sa nachadza hydrofobna dutina, obsahujuca striktne
konzervativne hydrofobne rezidud (Met, Leu, Ile, Phe, Val, Tyr). Zo Struktiry
zistovanej NMR sa objavilo, ze Q-slucka je flexibilnad. Utahovanie Q-slucky a B-

ret'azca zabezpecuju vodikové viazby a van der Waalsove interakcie.
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3.1.2. VZTAH MEDZI STRUKTUROU A REAKTIVITOU

Struktura elicitinov vykazuje znaky, ktoré pravdepodobne stuvisia s ich biologickou
aktivitou. Stidiom konformaénych zmien nasledkom pH a koncentracie elicitinu sa
zistilo, ze kryptogein je schopny dimerizovat. V C-koncovych regionoch (zbytky 92-
94) viacsiny silnonekrézovych elicitinov boli najdené proteinkindza C-dependentné
fosforylatné miesta, u B-kryptogeinu a B-drechslerinu (z Oomycety Phytophthora
drechsleri) boli d’alSie takéto miesta lokalizované aj v slucke (rezidua 37-39) [5].

3D-3truktura kapsiceinu ziskand 'H NMR naznalovala $truktarnu charakteristiku
na C-konci elicitinov podobnu fosfolipaze A;. Vyzkum kryptogeinu ale ukézal, ze
kryptogein nema ziadnu vyznamnu fosfolipdzovu aktivitu, pri inkubacii lipozémov
s kryptogeinom  nebola  pozorovana  Zziadna hydrolyza  fosfolipidov, ani
po 5 hodinach [6]. Pridanie 2 mM Ca*’, ktory je vyzadovany pre aktivitu
fosfolipazy A,, neviedlo k Ziadnej zmene vysledkov. Struktirna analdgia elicitinov

s fosfolipazou A, neukézala ziadne spojenie s toxicitou kryptogeinu.

3.1.3. ELICITINY AKO STEROL CARRIER PROTEINY

Steroly stimuluji rast mnohych organizmov podobne ako hormoény. Rast
a reprodukcia hib zavisi na metabolizme sterolov, zatial' ¢o druhy z rodu Phytophthora
a Pythium nemaji vybavu na syntézu sterolov, preto su odkézané na ich ziskavanie
z hostitel'skych rastlin doteraz nie presne zndmymi mechanizmami.

Kryptogein sice nevykazuje ziadnu protedzovu, B- glukanazovu, fosfolipazovu a ani
ziadnu inu enzymaticku aktivitu, javi sa vSak byt rovnaky ako iné sterol carrier
proteiny, napriek rozlicnej primarnej Struktare [7]. Testovanie jeho moznej sterol
transférovej aktivity sa robilo fluorescenénymi meraniami s pouzitim fluorescenéného

sterolu A>70(1122

-ergostatetraen-3p-ol dehydroergosterolu (DHE), ktory sa pred tym
pouzival k stadiu interakcii medzi sterolmi a membranovymi makromolekulami. Merala
sa intenzita fluorescencie po pridani kryptogeinu k DHE v meracom pufti [7,8].

Pridanie kryptogeinu, ale aj inych elicitinov, k DHE spdsobilo zna¢ny ndrast
emisného maxima pri A = 370 nm [7,8]. Tvar emisnych fluorescenénych spektier pre
vSetky komplexy elicitin-DHE bol podobny. Interakcie boli ¢asovo zavislé. DHE
interaguje s hydrofobnou castou tychto proteinov. Ndrast intenzity fluorescencie
a zmena tvaru emisného spektra po naviazani DHE k hydrofébnej Casti elicitinov, mdze

byt dosledok separdcie DHE molekul, ktoré boli koncentrované do micel, v ktorych

dochédza k rozptylu energie a zhasinaniu florescencie.
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Vsetky Studované elicitiny vykazuju rovnaku stechiometriu viazania, jedna molekula
sterolu na jednu molekulu elicitinu, a disociacné konStanty komlexov su v rozmedzi
0,11-0,58 uM. Stechiometria komplexu sterol-elicitin bola potvrdend izolovanim
komplexu chromatograficky [8].

Vysledky pokusov ukazuju, ze elicitiny maja podobnu afinitu a mnozstvo vizbovych
miest pre DHE ako sterol carrier proteiny z cicavcov ako s SCP, SCP2 a protein
viazici mastné kyseliny, vSetky z pecene potkana [8].

Kinetika vzniku komplexu DHE-elicitin pri fyziologickych podmienkach (pH 5,5-
7,0) preukazala, ze interakcie elicitinov so sterolmi nie su zavislé na pH, zato pri pH
medzi 4,5 a 5,5 sa kinetiky bazického kryptogeinu i kyslého parasiticeinu menili [8].
Do6vodom boli konformaéné modifikacie proteinov.

Elicitiny st schopné viazat’ fytosteroly [8]. K §tadiu tejto schopnosti bol pouZzity 2-p-
toluidinnaftalén-6-sulfonat (TNS), fluorescencia vidzby TNS-kryptogein. TNS
interaguje nespecificky s velkym mnozstvom proteinov a biologickych membran
apouziva sa k sledovaniu konformaénych zmien proteinov. Po pridani sterolov ku
komplexu TNS-kryptogein dosSlo k poklesu TNS fluorescencie, ¢o bolo zapri¢inené
pravdepodobne vytlacenim TNS fytosterolmi, ktoré maju nizsie disociatné konstanty.
Vsetky steroly sa viazu na kryptogein s rovnakou afinitou, vykazuju vSak jedinecné
kinetiky tohto procesu.

Elicitiny katalyzuji prenos sterolov medzi lipozOmami, malymi unilameldrnymi
veziklami (SUV) [7,8]. Donorové lipozémy (SUV) obsahuju fosfatidylcholin,
fosfatidylserin a DHE, akceptorové lipozomy (SUV) fosfatidylcholin, fosfatidylserin
a cholesterol. Fluorescen¢no-polarizatné experimenty ukazuji, Ze pridanie elicitinov
stimuluje narast fluorescen¢nej polarizacie DHE v zmesi donor-akceptor SUV. Tato
zmena bola sposobena prenosom sterolov medzi donorovym a akceptorovym SUV.
Z elicitinov kryptogein a cactorein viac ako ostatné stimuluji sterolovy prenos, hoci
parametre vazby su rovnaké pre vSetky elicitiny.

Elicitiny su sterol viazuce i prenasajice proteiny. Uinnejsiu transférovii aktivitu ma
bazicky protein zrodiny elicitinov [8]. Najucinnej$i sterol prendSajuci elicitin je
kryptogein, menSiu ucinnost’ vykazuju parasiticein (z Oomycety Phytophthora
parasitica) a kapsicein, naviac kryptogein indukuje intenzivnejSie odpovede rastlinnych
buniek, ¢o naznacuje prepojenie funkcii elicitinov ako elicitory aich vlastnosti ako

sterol carrier proteiny.
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3.1.4. MUTANTNE PROTEINY ODVODENE OD KRYPTOGEINU (MPOC)

Biologicka aktivita elicitinov pravdepodobne zavisi od ich schopnosti naviazat
steroly. Elicitiny sa viazu na vysokoafinitné proteiny v cytoplazmatickej membrane,
ktoré su ich biologickymi receptormi. Pri spustani obrannych reakcii je
predpokladanym prvym bodom v ramci interakcii elicitin-rastlinnd bunka formovanie
komplexu elicitin-sterol.

K sledovaniu zmien vlastnosti a biologickej aktivity elicitinov je mozné pouzit
mutantné proteiny odvodené od jednotlivych elicitinov pripravené riadenou
mutagenézou a heterolégnou expresiou génov pre ne.

V naSom laboratoriu sa pouzivaju MPOC (tab.1), ktoré maji zamenené
aminokyselinové zbytky v mieste uréenom pre vdzbu sterolu (obr. 7) a elicitin X24
ziskany heterolognou expresiou génu pre kryptogein v kvasinke Pichia pastoris,
v ktorom nebola prevedena ziadna mutacia. X24 sa 1iSi od kryptogeinu izolovaného
priamo z patogéna Phytophthora cryptogea o sekvenciu EAEA na N-konci molekuly.
Tato sekvencia ma signalnu funkciu a pri sekrecii proteinu sa neodstiepila.

V rekombinantnych proteinoch dochadza vd’aka mutaciam k modifikéciam, ktoré
ovplyvnuju ich spravanie. Substitucia L15 za tryptofan zabranuje rotacii po naviazani
DHE, mutacia zbytku L19 zmeni elektrostatiku a moze ovplyvnit’ kinetiku viazania pre
ligandy s velkym dipolovym momentom, substiticia L19 za arginin sposobi narast

pl proteinu [9].

Tab. 1.: Biologickd ucinnost’ kryptogeinu a MPOC vyvolania tvorby AOS a zmien pH v priebehu
obrannej reakcie a schopnost tvorby vizby s DHE, ako zastupcom sterolov, a s kyselinou cis-

parinarovou (CPA), ako zastupcom mastnych kyselin. + sila pozitivneho efektu [9].

oznacenie mutécia DHE CPA syntéza AOS | zmeny pH
MPOC

kryptogein bez mutacie viaze sa viaze sa +++ +++

8/11 M35W/M59W neviaze sa viaze sa + ++

5/6 L15W/L36F neviaze sa neviaze sa + ++

LI9R LI9R neviaze sa viaze sa bez efektu bez efektu
7/11 M35F/M59W viaze sa viaze sa +++ +++
8/11/3 M35W/M59W/163F viaZe sa viazZe sa ++ .

U MPOC sa testovali ich schopnosti naviazania sterolov, mastnych kyselin,
naviazania sa na vidzbové miesta na cytoplazmatickej membrane a spustenia
biologickych odpovedi. Zistilo sa, ze MPOC vykazuji r6znu ucinnost’ spustenia tvorby

AOS a zmien pH (tab.1), tieto odli$nosti st spojené s rozdielnou schopnost'ou viazania
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sterolov, a nie mastnych kyselin. V pripade mutacii LISW/L36F a M35W/M59W vS§ak
toto tvrdenie neplati, kedZe tieto mutanty nie su schopné vytvorit’ komplex so sterolom,
ale spustaju obranné reakcie v rastlinach. Objemné rezidua W35 a F36 sposobuji
konforma¢né zmeny Q-slucky oproti Strukture nezmutovaného kryptogeinu, ktoré sa
velmi podobaji tym, ku ktorym dojde dosledkom naviazania sterolov. Preto
tvrdenie treba pozmenit: Konformacia Q-slucky vyvoland naviazanim sterolu alebo
pritomnostou objemnych zbytkov je pravdepodobne nutné pre schopnost’ nastartovania

odpovedi rannej fazy obrannej reakcie sposobenych kryptogeinom [9].

Obr. 7.: 3D-model kryptogeinu s ergosterolom (hnedy), naviazanym v hydrofobnej dutine. Model
znazoriuje poziciu aminokyselinovych zbytkov, ktoré ovplyviuji naviazanie lipidov a biologické efekty

kryptogeinu [9].

Mutantné proteiny M35F/MS59W, M35W/M59W/I63F, M35W/M59W, LI9R,
LI5SW/L36F stimuluji nekréozu amaji schopnost vyvolat expresiu obrannych
proteinov ako odpoved’ na ich posobenie [9].

Mutacie neovplyviuju schopnost’ elicitinov nasytit’ vysokoafinitné vizbové miesta,

ale interakcia rozlicnych MPOC je odlisna.

3.2. VYBRANE FYZIOLOGICKE A BIOCHEMICKE EFEKTY
ELICITINOV VYVOLANE V RASTLINACH

Elicitiny su zaujimavé hlavne z hl'adiska ich biochemickych a biologickych funkcii.

V nasom laboratoriu sa zaoberame Studiom priebehu obrannych reakcii rastlin
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proti patogénom, konkrétne Studujeme patosystém Nicotiana tabacum a Phytophthora
cryptogea. Interakcia medzi patogénom Phytophthora cryptogea atabakom Startuje
obranni reakciu, charakterizovani PCD rastlinného pletiva v mieste napadnutia
a obmedzenim rastu patogéna.

Kryptogein sa javi ako Specificky elicitin pre vyvolanie PCD, ktorého aktivita je
obmedzena na rod Nicotiana aniektoré druhy zcelade Brassicaceae. Vysledky
naznacuju striktnu Specifitu elicitinov, ktord mdze stvisiet’ s rozpoznavanim elicitinov

a rastlinnych buniek navzajom.

3.2.1. RANNA FAZA OBRANNEJ REAKCIE VYVOLANEJ KRYPTOGEINOM

Po pridani kryptogeinu do suspenzie buniek ddjde k naviazaniu tohto elicitinu
na bunkové receptory (obr. 8), za ktoré st povazované vysokoafinitné
glykoproteiny [10]. Jedna sa pravdepodobne o 50-kDa N-glykoprotein spojeny so 162-
kDa plazmalemovym N-glykoproteinom, ktory je pravdepodobne zodpovedny

za rozpoznavanie kryptogeinu.

Obr. 8.: Prvé kroky v prenasani elicitinového signalu. Receptor elicitinov je lokalizovany na rastlinnych
cytoplazmatickych membranach, odhaduje sa, Ze to je vapenaty kanal, skladajuci sa zo 4 podjednotiek
(162-kDa a 50-kDa protein). Prva interakcia elicitin-kandl potrebuje elicitin naviazany so sterolmi
z plazmatickej] membrany k spusteniu konformacnej zmeny kanala, pravdepodobne spojenej
s fosforylaciou podjednotky viazicej sa k elicitinu. Tato konformacna modifikdcia dovol'uje naviazanie
d’alsich molekul elicitinu (naviazanych i nenaviazanych so sterolmi) k receptoru. Biologické odpovede

spustaju len elicitiny naviazané so sterolmi [5].
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Krok rozpoznania kryptogeinu receptorom je nasledovany aktivaciou proteinkindz

alebo inhibiciou proteinfosfatdz [11] (obr 9). Pocas rannej fazy obrannej reakcie

dochadza k prieniku Ca*" i6nov do rastlinnej bunky pomocou Ca*" kanélov a nasledne

1Y . S 2+ v . . , s v v
k zvyseniu koncentracie Ca”" v cytozole. V Case kl'udu je v rastlinnych i Zivocisnych

bunkéch cytozolova koncentracia Ca®" nizka, menej nez 200 nM, a je kontrolovana

pomocou koordindcie pasivnych tokov a aktivneho transportu cez plazmalemu

a organelové membrany, napriklad tonoplast.

Ca’" iény maju podas pdsobenia na tabakové bunky elicitinmi dve Glohy, su

dolezitym druhym poslom so slabym a prechodnym vzrastom koncentracie vo vnutri

bunky, okrem toho sa zabudovavaji do gelu, pektatu vapenatého, Co spoOsobuje

posilnenie bunkovych stien.

pH alcalinisation

NADP* + H* EALELL

Microtubule
depolymerisation

NO, Ca®', ion fluxes,

gene expression, lipid
peroxidation

pH Pentose
phosphate
MAPK pathway

PK \.
v 3 // T Protein
phosphorylation

NO
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Ca? nue

"0, Gene expression

NO, MAPK, ion fluxes

Obr. 9.: Schéma kryptogeinom vyvolanej signalnej transdukcie [12].

H,0,

Ca

Vstup Ca®" i6nov je esencialny pre spustenie d’alsich kryptogeinom vyvolanych

odpovedi. Vtok Ca®" i6nov ovplyviluje daldie iénové toky. Je pozorovany vytok

K" i6nov (kapitola 3.2.2.), ktory je pravdepodobne spojeny s vtokom proténov, a vytok
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CI" i6nov. To Startuje rozsiahlu depolarizaciu plazmatickej membrany, ktord sa udeje
za menej ako jednu minutu po lag peridde asi 5 minuat [13]. Inou z pri€in depolarizacie
moze byt kryptogeinom indukovana inhibicia plazmalemovej H'-ATPazy. Po par
minutach pdsobenia kryptogeinu je vyvolana silna alkalizacia extracelularneho média
resp. intracelularna acidifikacia.

Zvysena koncentracia Ca®" aktivuje daldie zlozky signalnej kaskady veducej
k vzniku obrannej reakcie. Medzi tieto zloZky patria napriklad MAP kindzy (mitogen-
activated protein kinase) [14] a Ca’’-dependentné proteinkinazy, predovietkym
proteinkinaza C [15].

Vtok extracelularnych Ca®" i6nov spdsobuje aj aktivaciu NADPH oxidazy viazanej
na cytoplazmaticki membranu, ktord je regulovana malym G proteinom ako napriklad
Rac2, ale odliSnym sposobom ako je regulované oxida¢né vzplanutie u neutrofilov.
NADPH oxidéaza katalyzuje tvorbu O;~, ktoré dizmutujii na H,O, hlavne pri nizkom pH
alebo reakciou katalyzovanou superoxiddizmutazou. H,O, indukuje nasledny d’alsi vtok
extracelularnych Ca>" iénov a néarast koncentracie Ca>" v cytozole [16,17]. ZvySenie
cytozolovej koncentracie Ca®" je aj nasledkom uvolfiovania Ca*" iénov z vnitornych
zésob Ca®" cez IP3- a c-ADPR- regulované Ca” -kanaly (kapitola 3.2.3.-G&inky NO).

Boli identifikované d’alSie zdroje AOS pocas obrannej reakcie: peroxidazy viazané
na bunkovll stenu aaminooxiddzy v apoplaste [18]. Produkcia AOS vyvolana
kryptogeinom bola detekovana po 20 minttach, maximum dosiahla po 30 minttach
a vratila sa na kontrolnu troven po 90 minttach po pridani tohto elicitinu [19]. Intenzita
tvorby AOS je zavisla na davkach elicitinu a odpovede boli pozorované po lag faze,
ktorej dizka bola nepriamo tmerna koncentracii kryptogeinu [20]. Zistilo sa, Ze
kapsicein (druh a-elicitinu pochadzajuci z Oomycety Phytophthora capsici) treba pridat’
v 10-krat vyssej koncentracii ako kryptogein, k vyvolaniu tvorby rovnakych mnozstiev
AOS [21].

AOS su ciastocne redukované formy atmosferického O,, sit schopné neobmedzene
oxidovat’ rdézne bunkové komponenty, o moze viest k oxidacnej deStrukcii bunky.
AOS sa tvoria nevyhnutne poc¢as bunkového metabolizmu a si za normalnych okolnosti
d’alej  spracovavané  superoxiddizmutizou, kataldzou  a askorbatperoxidazou
na neSkodné zluceniny. AOS zohravaju délezitu tlohu v obrane rastlin proti utokom
patogénom.

Pocas rannej fazy obrannej reakcie dochddza ku generovaniu okrem AOS dalSej

signalnej molekuly a to NO (kapitola 3.2.3. — tvorba NO).
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Tieto vSetky odpovede je mozné sledovat’ v prvej hodine po pridani kryptogeinu.
Neskorymi bunkovymi odpoved’ami st napriklad tvorba etylénu - 120 mintt po
pridani elicitinu, zmeny v zastipeni lipidov a zmeny v génovej expresii. 24 az 48 hodin

od zaciatku podsobenia kryptogeinu dojde k indukcii lipoxygendzy, aktivity

proteinazovych inhibitorov a k akumulacii fytoalexinov (kapsidiol, fytuberin, fytuberol,

obr. 10).

OH

kapsidiol fytuberol
Obr. 10.: Fytoalexiny

Pospéjanim vysledkov vSetkych experimentov sa predpokladd, Ze elicitiny mozu
stimulovat’ dve signalne drdhy. Prvou sa indukuji nekrozy a expresia PR proteinov,
zahfna tyrozinproteinkindzy a MAP kindzy a zavisi na celkovej Strukture proteinov
a distribucii nadboja. Druhy typ interakcie je sprostredkovany fosfolipazou C
a fosfokinazou C, zahffia Ca®” kanaly a Ser/Thr proteinkinazy, spiita syntézu AOS
a zmeny v pH a zavisi na schopnosti elicitinov viazat’ steroly. Tieto dve signalne drahy

modzu, ale nemusia byt prepojené.

3.2.2. TOK DRASELNYCH IONOV A JEHO ZMENY PO ELICITACII

Draselné i6ny su najviac zastipené kationy v rastlinnych bunkach, ich
cytoplazmaticka koncentracia je regulovana a nadobuda hodnoty 80-200 mM. Zastavaju
rozhodujuicu funkciu v preziti a vyvoji rastlinnych buniek, regulacii enzymovej aktivity
a membranového potencidlu, podla ktorého su riadené d’alSie dodlezit¢ fyziologické
procesy ako su Upravy turgoru, predlzovaci rast buniek, pohyby prieduchov a listov
i bunkova homeostaza. K sa podielaju na aktivacii viac ako 50 rastlinnych enzymov
a spolupracuji v mnohych metabolickych procesoch: fotosyntéze, oxidacnom

metabolizme a syntéze proteinov.
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Vicgsina K idnov je lokalizovana v centralnej vakuole rastlinnych buniek, kde
zohravajii funkciu osmotika. Pouzitie K~ iénov ako osmotikum nie je nevyhnutné,
pri malej zdsobe K i6nov, ich vie rastlina nahradit’ inymi osmoticky aktivnymi latkami.
K" iény sa javia byt esencidlne vo funkcii aktivatorov biochemickych procesov
v cytozole, obzvlast’ proteosyntézy [22].

Koncentracia K™ iénov je kontrolovana, aj ked ich maximalne koncentracie
predstavuju rozdielne hodnoty v r6znych rastlinach, dokonca 1 pre korene a stonky v tej
istej rastline. Plati, Ze vakuolarna koncentracia K™ i6nov je ovela viac citlivd na zmeny
vzisobe K' ako cytozolickd, ¢&o odrdza rozdielne transportné aktivity
na cytoplazmatickej membrane a tonoplaste.

Prijem aj vydaj K* do/z buniek je vysledkom ¢&innosti aktivnych a pasivnych
sposobov transportu. Aktivny transport K sa uskuto¢fiuje tzv. HKT transportérmi (high
afinity K' transporter) a HAK/KUP/KT transportérmi. Okrem prena$acov zohravaju
v transporte ulohu draselné kanély ako priklady pasivneho druhu transportu K ionov.
V rastlindch st zname K kanaly Shaker-typu a KCO kanaly.

Pocas obrannej reakcie dochadza k vytoku K' iénov von z buniek, jedna sa
pravdepodobne o antiport K'/H'. Zmena koncentracie K v extracelularnom prostredi

dosiahne maximum po 30-40 minutach a trva niekol'’ko hodin.

HKT transportéry

Rastlinné HKT transportéry st pribuzné s hubovymi Trk transportérmi a KtrB
a TrkH podjednotkami prenasacov K" ionov u prokaryot [23]. Jedna predstava je, Ze sa
jedna o kotransportéry K* ionov s H alebo Na™ iénmi alebo o K":K" kotransportné
systémy, v zavislosti na transportnych a pravdepodobne aj i6novych podmienkach.
Druh4 predstava je, ze¢ HKT pravdepodobne fungujii ako Na":K' alebo Na:Na"
symport zavisly na externej koncentracii Na“ iénov. Prevazne sa pomocou nich
uskutoéiuje aktivny transport K” do intracelularneho priestoru buniek.

HKT transportéry su asi pritomné vo vSetkych rastlinnych druhoch, ale skor nie
ako rozsiahle rodiny, v Arabidopsis thaliana je len jeden. Vie sa, ze HKTI je
exprimovany v korenovom  kortexe a v mezofylnych bunkdch hraniciacich
s vaskularnym pletivom v listoch. Bunky susediace so xylémom, nazyvané xylémové
kontaktné bunky, maji Specializované funkcie, v tychto bunkdch mézu byt HKTI1

zahrnuté v kontrolovani dorucovania latok rozpustenych v roztoku do mezofylu
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a epidermalnych buniek [24]. Expresia HKT1 je regulovand na zaklade
dostatku/nedostatoku K.

Sekvenéné analyzy viedli k hypotéze, ze sa tieto prenaSace vyvinuli z bakteridlnych
kandlov pre K' sdvoma transmembrinovymi doménami. HKT st zlozené
z 8 transmembranovych domén a 4 porformujucich domén (P) (obr. 11), vzajomne su
poskladané tak, Ze tvoria 4 za sebou nasledujice tzv. MPM motivy (transmembranovy
helix — por — transmembranovy helix). Existuji dokazy pre tento model
s 8 transmembranovymi segmentami a N- a C- termindlnymi regionmi [23].

Vo vsetkych doménach P K'-permeabilnych HKT/Trk/KtrB transportérov sa
vyskytuje vysoko konzervovany glycinovy zvySok, v. AtHKT1 a OsHKT1 je vymeneny
za serinovy v prvej doméne P, a tieto transportéry st vel'mi slabo permeabilné voci K.

V HKTI1 sa za oblast’ dolezita pre selektivitu povazuje 16 aminokyselinovych
zbytkov v slu¢ke na C-termindlnom konci proteinu, vo Stvrtom tzv. MPM motive,
v helikalnej Casti, vytvarajicej por [24].

Existuje ndvrh-model, ze HKT1 mé 2 nezavislé miesta pre i6ny, ale nevie sa
lokalizdcia tych miest aako by mohol byt spojeny transport medzi tymito
,hezavislymi“ miestami [24]. Podl'a tohto modelu sa jedno miesto vyznacuje vysokou
afinitou pre viazanie K™ a druhé Na" iény. Miesto pre Na' je pravdepodobne zahrnuté
v aktivacii transportu, ukézalo sa, Ze je vysoko$pecifické pre Na™ a nedochadza k vizbe
s d’alsimi i6nmi alkalickych kovov ako Rb", Li" alebo Cs’. Druhé miesto je selektivne
pre K, ale je mozné aby sa tam viazali Na’ ako iiné iony alkalickych kovov, ale
s inymi afinitami. HKT1 je schopné fungovat’ i ako Na' transportér, ked’ su v roztoku
len Na' iony. Interakcie medzi iénmi a vizbovymi miestami zavisia na pomere

;- + +
a koncentraciach K" a Na" v roztoku.

HAK/KUP/KT transportéry

Rastlinné transportéry nazyvané KUP, HAK alebo KT vytvaraji rozsiahlu rodinu
s 13 ¢lenmi u Arabidopsis a najmenej 17 ¢lenmi u ryzi. Tak ako i HKT této rodina bola
najdena v baktériach a hubach, ale v tychto organizmoch nie su az tak rozsSirené ako
homology HKT. KUP/HAK gény st exprimované najviac v rastlinnych pletivach, to
naznacuje, ze tieto transportéry su zasadné pre vyzivu rastlin.

Obsahuju 12 transmembranovych domén, dlha cytozolickt slucku medzi druhym

a tretim transmembranovym usekom a dlhu cytozolicki C-terminalnu doménu (obr. 11).
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Zatial’ nebol este ziadny region identifikovany, ktory by mal zodpovednost’ za i6novua
Specifitu.

KT/HAK/KUP transportéry rastlinnej riSe vytvaraji 4 skupiny na fylogenetickom
strome [25]. Reprezentanti skupiny 1 st HYHAKI1 z ja¢mena a AtHAKS z Arabidopsis,
ktor¢ boli charakterizované pocas expresie v kvasinkdch ako vysokoafinitné
transportéry pre K. Gén pre HVHAKI je exprimovany hlavne v korefioch, jeho
expresia je zvySovana K -hladovanim. Tento prenasaé mé vysoku afinitu pre Rb", Na"
inhibuju prijem Rb" a mozu byt tiez prenasané pomocou HVHAKI.

KT/HAK/KUP su pravdepodobne K':H' symportéry. Niektoré tieto systémy sa
spravaju ako vysokoafinitné, iné ako nizkoafinitné. HvHAK2 je nizkoafinitny
transportér pre K', velmi citlivy na fyziologické koncentracie Na'. AtKUP1 je
transportér s dudlnou afinitou pre K': 22 az 44 uM a 11mM [24]. KT/HAK/KUP
rozli§ujii chabo medzi K, Rb" a Cs”, ale s ovel'a menej permeabilné pre Na" a NH,".
Sucasné studie poukazuju na to, ze tieto systémy mozu sprostredkovat’ vtok i vytok
K" [23].

Expresia oboch vysoko i nizko afinitnych KUP/HAK/KT transportérov bola najdena

v rozliénych rastlinnych pletivach, ale ich subceluldrna lokalizacia je vécSinou

neznama.
Shaker KCO-2P KCO-1P
ext P P
mb
cyt CNEBD _
N-ter Anky N-ter EF
K* IR, WIR, OR KHA Ca?*-activated K* Activity
channels OR channels? unknown
KUP/HAK/KT HKT
N-tar
K* transporters Na*-K*, Na* transporters

Obr. 11.: Transportéry a kanaly pre K' [23].
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Shaker-typ K" kanalov

K" kanély Shaker-typu st exprimované in vivo v cytoplazmatickej membrane, patria
medzi kandly regulované potencidlom. Podla toho pri akej hodnote potencidlu
na cytoplazmatickej membrane dochadza k ich aktivécii a podla ich funkcie, sa delia
do troch skupin: hyperpolarizaciou aktivované inward-rectifying K' kanaly, ktoré
typicky sprostredktvaju prijem K', depolariziciou aktivované outward-rectifying K"
kanaly sprostredkujiice vytok K, a weakly-rectifying K™ kanaly sprostredkujuce oboje
prijem i vydaj v zavislosti na elektrochemickych gradientoch K.

Tieto kanaly sa zarad’'uju medzi nizkoafinitné transportné systémy. Zucastiuji sa
na transporte K vo vel’kom mnozZstve typov buniek pri milimolarnych koncentraciach
tychto iénov v bunkach alebo prostredi. Rastlinné K' kandly Shaker-typu vykazuju
vysokti sekvenéni homoldgiu so Zivoéisnymi K* kanalmi Shaker-typu, obzvlast
s kanalmi patriacimi do ether a gogo superrodiny [26].

K" kanaly Shaker-typu st zloZené z viacerych podjednotick, vietky podjednotky
maju 6 transmembranovych segmentov (S1-S6) (obr. 11). Funkéné kandly zahfniaji
4 podjednotky, poskladané tak, Ze v strede medzi nimi je vytvoreny centralny ié6novo
vodivy por. Kazda z podjednotiek je charakterizovand vnutornym senzorom napitia
zloZzenym primdrne z nabitych aminokyselinovych rezidui v S2, S3 a S4 segmentoch
proteinu. Okrem transmembranovych domén K' kanaly Shaker-typu obsahuji porovy
segment (P), ktory spédja segmenty S5 a S6 (obr. 11), tvori povrchovu Cast’ idnovo
vodivého poru audeluje kanalu selektivne vlastnosti. Sekvencia P domény zahtia
TxxTxGYGD motiv. Tento motiv je charakteristickym znakom rastlinnych
i zivo¢isnych K'-selektivnych kanalov a je dobre konzervovany v sekvenciich
rastlinnych K™ kanalov Shaker-typu. P segment je pritomny iv Ktr/Trk/HKT
transportéroch. Styri porové segmenty (zo 4 podjednotick) funkéného kanalu st
usporiadané v Stvornasobnej symetrii, vycnievaju z extracelularnej strany smerom
k membranovému interiéru.

K" kanaly Shaker-typu maju d’alej vo svojej Struktire na C-terminalnom konci
proteinu doménu viaziacu cyklicky nukleotid (cNBD), ankyrinovii doménu a Kya
oblast’ (obr. 11). Ankyrinova doména nemusi byt zahrnuta vo vsetkych K kanaloch
Shaker-typu, typicky zahffia 5-6 ankyrinovych repeticii a predpokladd sa, ze jej
funkciou je ulahCenie viazania kandlov na cytoskelet alebo protein-protein interakcii
alebo modulécie cytozolickymi faktormi. Kya region, bohaty na hydrofobne a kyslé

aminokyselinové zbytky, je spolu s cNBD a ankyrinovou doménou pravdepodobne
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zahrnuty v procese  podjednotkovej  tetramerizacie  a zhlukovania  kanalov
v membrane [23].

Masovy transport na dlhé vzdialenosti, ktory je zahrnuty v K'-vyzive rastlin,
regulacii bunkového stavu K aosmotického potencidlu je pravdepodobne
sprostredkovany prave K kanalmi Shaker-typu.

Podla analyzy génov rastlinnych K™ kandlov Shaker-typu mozu byt tieto kanaly
klasifikované do 5 skupin-subrodin AKT1, KAT1, AKT2, AtKC1 a SKOR (zoradené
podla poradia skupin) podl'a sekvencnych podobnosti a beznych funkénych vlastnosti.
Subrodiny AKT1 aKATI1 su inward-rectifying kanalmi, AKT2 weakly-rectifying
kanalmi, SKOR outward-rectifying kanalmi a AtKCl nema jednozna¢né urcenie.
Niektoré¢ z tychto kanalov su pritomné len v urcitych Specifickych pletivach, vSeobecne
kanaly skupiny 2 sa nachadzaju v listoch, hlavne v bunkich prieduchov, kanaly
skupiny 1 a4 su vo vicsine pripadov pritomné v korenioch, kandly 3. skupiny st
Sirokorozsirené, ale najviac exprimované su vo floéme akanaly skupiny 5 sa
nachddzaju v korenioch, prieduchoch a floéme.

Kandly AKTI, AtKC1 adalsi ¢lenovia skupiny 1 a4 st najviac exprimované
v koretioch rastlin, kde zohravaju ddleziti ulohu v prijme K™ z pddneho roztoku. AKT]1
a AtKCI1 st exprimované aj v prieduchoch a nadorovom pletive [26] a dalsi kanal
z tejto subrodiny nazyvany SPIK je zahrnuty v prijme K' v pelovych zrnkach a je
pozadovany pre optimélny vyvoj pelového vacku a kompetitivnej schopnosti pel’u [23].
Tieto kanaly sa zarad'uji medzi nizkoafinitné transportné systémy, ale podarilo sa
demonstrovat’ zahrnutie K'-kanalov aj vo vysokoafinitnom transporte K™ v korefioch
pri 1-200 pM koncentracii K. Vo vysoko hyperpolarizovanych bunkich méze byt
prijem K" sprostredkovany pasivnym transportérom-kandlom AKT]1, ktory je schopny
sprostredkovat’ akumulaciu K' v rastlinnych bunkach pri nizkej externej koncentracii
K" 10 uM [26].

Skupina 2, do ktorej patria kandly napr. KAT1 a KAT2, je exprimovana hlavne
v prieduchoch. Kanaly tejto skupiny sa zucastituju kontroly pohybov prieduchov spolu
s kandlom GORK patriacim do subrodiny SKOR (5. skupina).

GORK sa javi byt jedinym otward-rectifying kanalom zodpovednym za vytok K"
z prieduchov v Arabidopsis thaliana [26]. Bolo demonstrované, ze GORK je pritomny
aj vbunkach koretiovych vlaskov, kde asi slizi ako senzor pre K’ akooperuje

v regulacii membranového potencidlu koreniovych vlaskov. SKOR je Specificky
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a prevazne exprimovany v strednom valci v koreni a sprostredkovava transport K
do xylému.

AKT?2 sa predpoklad4, ze zodpoveda za transport K' do floému a za udrzovanie
membranového potencidlu vo floéme, ktory ovplyviiuje regulaciu prijmu a vydaja
sachar6zy z/do floému. Okrem toho AKT2 je pravdepodobne zodpovedny aj
za permeabilitu mezofilnych buniek pre K' v Arabidopsis aza citlivost buniek
prieduchov na Ca*".

H', Cs", Ca®" a Ba®" sa spravaju ako modulatory K* kanalov Shaker-typu.

KCO kandly
KCO kanaly patria medzi outward-rectifying K™ kanaly. Vykazuju hydrofobne jadro

zlozené bud’ zo 4 transmembranovych domén a2 pérovych (P) domén = KCO-2P
rodina alebo z 2 transmembranovych domén al P domény = KCO-1P rodina.
Nevlastnia v Struktare ziadne transmembranové segmenty, od ktorych by sa ocakévalo,
ze sa budu spravat ako napidtové senzory. Ich porova doména nesie vysoko
konzervovany charakteristicky motiv TXGYGD, znaéiaci permeabilitu pre K.

Vicsina z KCO kanalov ma v cytozolickom C-terminadlnom regione 1 alebo 2 ,,EF
hand“ motivy, ¢o je unikéatna Struktarna vlastnost’ tohto typu kanalu v porovnani
s ostatnymi kanalmi pre K™ v rastlinach. EF ¢ast zastava pravdepodobne doleziti ulohu
v regulacii kanalovej aktivity pri odpovedi na Ca*".

V Arabidopsis je znamych 5 ¢lenov z KCO-2P rodiny al ¢len z KCO-1P
rodiny [23]. Do dnes bol charakterizovany len kanal KCO1, patriaci do KCO-2P rodiny.
KCOL1 bol uspesne exprimovany v hmyzich bunkach, kde koéduje outward-rectifying
kanal selektivny pre K aktivovany cytozolickymi Ca*" iénmi. KCO1 sa da funkéne
odlisit od outward-rectifying K" kanalov Shaker-typu tym, Zze su uneho pozorované
rychlejSie a nesigmoidalne kinetiky pradovej aktivacie a vysSia kanalova vodivost’ [23].

Na subcelularnej trovni st KCO kandly lokalizované v tonoplaste. Unikatnou
vlastnostou tychto outward-rectifying kandlov je ich schopnost reagovat’

’ o + .7
na extracelularne koncentracie K ionov [24].

3.2.3. TVORBA OXIDU DUSNATEHO, JEHO VLASTNOSTI A UCINKY
Oxid dusnaty je plynny volne difundujuci radikél, ktory sa vytvara v rastline
konstitutivne za normalnych fyziologickych podmienok v urcitej nizkej koncentracii.

Jeho produkcia sa zvysi poc€as niektorych stresovych situacii. ZvySovanie koncentracie
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NO bolo pozorovanou odpoved’ou na rézne abiotické stresory ako vysoka teplota,
osmoticky stres a UV-b Ziarenie a ako sa meni koncentracia NO po navodeni biotického
stresu je stredobodom zaujmu vyzkumov v tejto oblasti.

Produkcia NO bola lokalizovand v cytozole, jadre, matrixe peroxizOmov
a v chloroplastoch [27]. Téato zlaCenina bola vroku 1992 vyhlasena pracovnikmi
Casopisu Science za Molekulu roka [28] aje povazovana za vSestranny
bunkovosignalizacny efektor, zohravajuci dolezita ulohu v roznych
(pato)fyziologickych procesoch.

NO obsahuje neparovy elektron vjeho m, orbitdli, mdze existovat’ v troch
medzi sebou vymienajicich sa stavoch: radikal (NO.), nitrozoniovy kation (NO")
anitroxylovy anién (NO7), vznikajice zradikalu odobranim alebo pridanim
elektronu [28]. Jeho roznorodé efekty st prisudzované schopnosti reagovat’ s molekulou
kyslika a jeho redoxnymi formami a so Specifickymi proteinmi obsahujicimi zelezo
a tiolové skupiny [27]. NO je schopny difundovat’ vo vodnych castiach bunky, napr.
v cytoplazme, ale taktiez prechadzat’ vol'ne cez lipidovl fdzu membran.

NO je zahrnuty v regulacii r6znych rastlinnych procesov ako su fytomorfogenéza,
koreniovy rast, listovd expanzia, starnutie, zatvaranie prieduchov, d’alej v regulacii
cytokininovej signalnej drahy, homeostdzy zeleza [29,30] aje priamo sucastou

signalnej transduk¢nej kaskady obrannej reakcie rastliny na abioticky 1 bioticky stres.

Tvorba NO v rastlinnych bunkach

Schopnost’ rastlin akumulovat’ a metabolizovat’ atmosfericky NO je zndma uz dlhsi
¢as. Merania emisie plynu z rastlin ukéazali, ze NO mdze byt syntetizovany v rastline

enzymovymi 1 neenzymovymi reakciami [27].

Tab. 2.: Enzymové aneenzymové zdroje NO v rastlinach. Skratky: HyB, tetrahydrobiopterin; PM,

cytoplazmatickd membrana; (?), predpoklada sa, ale nie je demonstrované; N, nie je presne uréené [31].

substrat | kofaktor bunkova ovplyviované fyziologické
lokalizacia procesy
iNOS L-Arg hém, NADPH, FAD, | chloroplasty(?) obranné reakcie proti
H,B, kalmodulin patogénom

AtNOSI1 L-Arg NADPH, kalmodulin | N ABA signalizacia, rast
a vyvoj, urodnost’

NR nitrit NAD(P)H cytozol ABA signalizacia, obranné
reakcie(?), fotoinhibicia

Ni-NOR nitrit cytochrém c PM vizby N

neenzymova NO nitrit fenoly, kyslé pH apoplast N

produkcia
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Vyzkumy naznacuja, Ze za syntézu NO v rastlinach su zodpovedné viaceré enzymy
(tab. 2), NO sa tvori ako odpoved’ na podnety za r6znych podmienok v r6znych druhoch
rastlin rozliénymi sposobmi. Ddlezitost’ jednotlivych zdrojov NO v jeho fyziologickej
produkcii zavisi od druhu rastlin, buniek, pletiv, podmienok, za ktorych rastliny rasta
aaj na signalnych drdhach aktivnhych za danych podmienok. Predpoklada sa, ze
nitratreduktdza (NR) je spojend s neelicitovanym generovanim NO, a inducibilnd NOS
(INOS) je zodpovedna za produkciu NO v rastlinach odolnych voci patogénom [29].
Bol pozorovany narast v aktivite iNOS v rezistentnom tabaku pocas infekcie TMV,
1 po posobeni na tabakové rastliny kryptogeinom.

Enzymy =zuacastnujuce sa tvorby NO vrastlinach vykazuju vela podobnych
biochemickych a kinetickych vlastnosti ako jednotlivé NOS v zivociSnej risi, ale len
malo vyznamnych sekvencnych motivov spojenych s produkciou NO v zivocichoch je
mozné rozpoznat’ v rastlinnej iNOS, ¢o naznacuje rozdielny chemizmus syntézy NO
v rastlinach [29].

Hlavny enzym syntetizujuci NO po utoku patogéna je patogén-inducibilnd NOS
(INOS), vykazujlica  vlastnosti apovazovana za variant P  proteinu
glycindekarboxylazového komplexu, ale predpoklada sa, ze je samostatna, nie je Castou
tohto komplexu [29]. Je Specificky indukovand pocas rezistentnej odpovede na
patogénnu infekciu. Substratom pre tento enzym je L-arginin a molekula kyslika, iNOS
katalyzuje okrem vzniku NO tvorbu L-citrulinu. Pozaduje k tomu kofaktory také isté
ako cicav¢i druh enzymu NADPH, FAD, FMN, kalmodulin, tetrahydrobiopterin (H4B)
a hém, aj ked’ vyuziva pravdepodobne iny mechanizmus generovania NO [31].

Signalom pre spustenie syntézy NO pomocou iNOS pocas obrannej reakcie rastlin
vo&i patogénom, je pravdepodobne zvysena koncentracia volnych Ca®" idnov
v cytozole a fosforylacia/defosforylacia Specifickych proteinov. Aktivacia iNOS je
pozadovana pre obranné odpovede po napadnuti patogénom. iNOS aktivita je
blokovana inhibitormi cicavéej NOS L-N°-monometylarginin monoacetatom (L-
NMMA) a difenylenjodonium chloridom [29], ¢o =zase naznaCuje podobnost
biochemickych vlastnosti enzymov tvoriacich NO v rastlinnej a zivociSnej risi.
V rastlinach inhibitory NOS blokujia patogénom a elicitorom vyvolani obrannu
aktivaciu génov, syntézu antimikrobidlnych latok a spustenie hypersenzitivnej reakcie.

iINOS cicavcov je regulovand primarne na transkripnej Urovni, zato regulécia
rastlinnej iNOS sa predpoklada na posttranslacnej urovni kvoli rychlemu zvySeniu

koncentracie NO po pdsobeni na listové epidermalne bunky tabaku s kryptogeinom. Je

29



mozné, ze rychla aktivacia rastlinnej iINOS je sprostredkovand kalmodulinom
a zmenami v koncentracii Ca®" i6nov, ako je to v pripade cicavéej eNOS a nNOS [29].
Ca®" i6ny a kalmodulin su pozadované pre &innost’ rastlinnej iNOS.

K rychlemu zvySeniu koncentracie NO po pdsobeni kryptogeinom dojde
v chloroplastoch epidermalnych buniek, apreto sa predpokladd, ze iNOS je
lokalizovana v tejto organele [29].

Zistilo sa, Ze inhibitory variantu P proteinu karboxymetoxylamin a aminoacetonitril
znizuju aktivitu tabakovej iNOS [32]. Karboxymetoxylamin inhibuje funkciu variantu P
proteinu tym, ze reaguje s pyridoxalfosfaitom, okrem toho pyridoxalfosfat mierne
stimuluje aktivitu tabakového enzymu zc¢oho vyplyva, ze pyridoxalfosfat asi
spolupracuje pri syntéze NO [29]. iNOS pravdepodobne funguje ako dimér, co koreluje
s pritomnostou leucinového zipsu v jej sekvencii. Tabakovd iINOS ma odhadovani
molekulovi hmotnost’ 120 kDa.

Najviac odlisSnosti medzi P proteinom, ktory tvori Cast’ glycin dekarboxylazového
komplexu a variantom P proteinu (iNOS) v Arabidopsis je v N-termindlnej oblasti
tychto P proteinov, zahfiiajucej priblizne 80 aminokyselin [29].

Glycindekarboxylazovy komplex (GDC) je multienzymovy komplex, s velkostou
viac ako 1300 kDa, je pritomny v mitochondridlnom matrixe rastlinnych a zivocisSnych
buniek abol najdeny aj v mikroboch. Okrem 100-120 kDa pyridoxalfosfat
obsahujuceho P proteinu, GDC komplex obsahuje L protein — 50 az 60 kDa
lipoamiddehydrogenazu, T protein — 40 az 45 kDa tetrahydrofolat obsahujuci enzym,
aHprotein — 15 kDa lipoamid obsahujici enzym. Tento komplex spolu so
serinhydroxymetyltransferazou katalyzuje premenu dvoch glycinovych molekul na
serin, oxid uhli¢ity a amoniak. V zelenom rastlinnom pletive, podjednotky GDC
reprezentuju az do 50% celkového mnozstva mitochondridlnych proteinov. Toto
pozoruhodné mnozstvo enzymu slizi na zachranu glycinu produkovaného ribul6za-1,5-
bisfosfatkarboxylazou-oxygenazou (RUBISCO) pocas fotorespiracie.

Dal§im enzymom vykazujucim NOS aktivitu je hormonalne aktivovana NOS
(AtNOS1). Bola identifikovana pocas screeningu génov Arabidopsis thaliana,
kodujucich proteiny s rovnakymi sekvenciami aké su zname v NOS slimaka Helix
pomatia. Nie je pribuzna s rastlinnou iNOS, vykazuje homologiu s NOS cicavcov
a patri do neobvyklej rodiny predpokladanych NOS, ktora je konzervovana u eukaryot
a baktérii [30].
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AtNOSI katalyzuje produkciu NO ako stcast’ odpovede rastliny na Siroky okruh
hormonalnych, ale aj inych signalov. Sucasné vyzkumy poskytujii geneticky dokaz
o ulohe AtNOSI1 ako producenta NO v procesoch: kyselinou abscisovou indukované
zatvaranie  prieduchov, potldanie kvitnutia aobranné reakcie vyvolané
lipopolysacharidmi [30]. Analyzou fenotypovych znakov mutantov so znizenou
tvorbou NO sa potvrdilo, Ze AtNOSI1 zohrava centralnu tlohu v rastlinnom vyvoji, lebo
u tychto mutantnych rastlin bola pozorovana redukcia korenov, zakorefiovania, rastu,
vyvoja a trodnosti [30].

AtNOSI pozaduje k ¢innosti Ca®" i6ny, kalmodulin a NADPH, zato jej aktivita je
FMN, FAD, hém a H4B independentna [30,31]. AtNOSI vo svojej Strukture obsahuje
doménu viazticu GTP, jej GTPazova aktivita je otdzna.

Prvym identifikovanym enzymom, ktory je schopny produkovat’ NO, bola NR. NR
je klicovy enzym nitratovej asimilacie vysSich rastlin, katalyzuje premenu NOs5
na NO;" a ako elektronovy zdroj k tomu pouziva NAD(P)H.

NR ma kapacitu vytvarat’ i NO, tato aktivita bola demonS$trovand in vitro 1 in vivo,
generuje ho z NO;™ zase za ucasti NAD(P)H ako elektronového donora. Kapacita NR
na tvorbu NO pri nasytenych koncentraciach NAD(P)H a NO;" je asi len 1% z celkove;j
enzymovej aktivity a in vivo produkcia NO zavisi na celkovej aktivite NR, na mnoZstve
enzymu v aktivnom stave a na intracelularnej akumulacii NO,” a NOs™ [33]. NR vytvara
peroxynitrit (ONOO) simultanne s NO.

NR vyssich rastlin je oby¢ajne homodimér s podjednotkami velkosti 100-115 kDa.
Obsahuje tri prostetické skupiny FAD, hém a molybdénovy kofaktor (MoCo), ktoré sa
zucCastnuju na transfére elektronov, ten je pozadovany pre katalytickt aktivitu NR.
Z topologického hladiska mozno rozoznat tri Strukturdlne domény oddelené spajacimi
regionmi, v spajacich regionoch dochéadza k proteolytickému Stiepeniu. Na N-konci
proteinu je doména s MoCo podobna sulfitoxidaze cicavcov, d’alej region viazuci hém,
leZiaci v centrdlnej doméne, obsahujici histidinové rezidua a vykazujuci podobnost’
s cytochromom bs, a FAD-viazice miesto najdené v poslednej tretej doméne smerom
k C-terminalnemu koncu polypeptidu, tato doména je podobna cytochrom bs reduktaze.
Miestom katalytického generovania NO je pravdepodobne MoCo, ako je to zname
pri d’alSom enzyme, produkujicom NO a obsahujlicom MoCo,
xantinoxidoreduktaze [28].

NR je pravdepodobne zodpovedna za tvorbu NO v neinfikovanych a neelicitovanych

rastlinach [29]. Zatial’ nie je preukdzana tiloha NR pocas obrannej reakcie na patogénnu

31



infekciu, bola vSak pozorovand indukcia expresie génov pre NR na transkripcnej
i proteinovej Urovni v zemiakovych hluzdch po pdsobeni na ne patogénom
Phytophthora infestans alebo elicitorom patogéna z triedy Oomycety [31].

Aktivita  NR  je  kontrolovand  pomocou  kovalentnej  modifikacie
fosforylacie/defosforylacie, fosforylacia méze byt Ca’’-dependentnd. Fosforylovana
NR ma schopnost’ byt rozpoznana NR inhibiénym proteinom (NIP), NIP je ¢lenom 14-
3-3 rodiny regula¢nych polypeptidov. Ked doéjde k spojeniu NR a NIP, tak sa NR
inaktivuje. Rychlost’ degradacie NR taktiez zavisi na jej stave, ¢i je fosforylovana alebo
nie, a asociacii s 14-3-3 proteinom. Aktivita NR moze byt inhibovand aj kyanidom
a azidom, tieto zluCeniny inhibujt vela d’alSich enzymov napr. cytochromoxidazu.

Nitrit: NO-reduktdza (Ni-NOR) je 310-kDa enzym viazany na cytoplazmaticka
membranu, katalyzuje redukciu NO;, na NO. Aktivita tohoto enzymu bola sledovana
v korenioch rastlin tabaku, kde dochadzalo k redukcii NO, , tvoreného NR viazanou
na cytoplazmaticki membranu, na NO. Funkciou Ni-NOR méze byt zahrnutie
v signalizécii pre reguldciu nitratovej asimilacie [34].

Substraty pre Ni-NOR st NO;™ a redukovany cytochrom c, priamo v rastlindch mézu
byt donormi elektronov pre Ni-NOR cytochromy viazané na plazmatickej membrane,
NADPH sa vtomto pripade nepouziva. Maximum aktivity enzymu bolo najdené
pri pH 6,1. Ni-NOR nie je citliva ku kyanidu a antiNR IgG [28], iba minoritné inhibicia
bola dosiahnuté pri vysokej 10 mM koncentracii KCN.

Ni-NOR je rozdielna od rozpustnej nitritreduktazy (NiR) lokalizovanej v plastidoch.
Oba enzymy s schopné prijimat’ elektrony z umelého donoru elektronov redukovane;j
metyl viologen, avSak pri redukcii NO;', katalyzovanej rozpustnou NiR, je produktom
NH; na rozdiel od redukcie, katalyzovanej Ni-NOR, vtedy je produktom NO. Je to
sposobené rozdielmi v pH optime enzymov apouziti elektronovych donorov
pri redukcii, cytochrém c je vyuzivany ako zdroj elektronov vyhradne Ni-NOR [34].

Aktivita Ni-NOR nebola detekovana v plazmatickej membrane listov tabaku. Ni-
NOR predstavuje moznost’” enzymovej produkcie NO v korefioch rastlin, kde je
limitovany pristup kyslika. NOS potrebuje k svojej ¢innosti kyslik na rozdiel od Ni-
NOR, ktora je aktivna aj pri nizkych koncentraciach tohto prvku.

Dalsim zdrojom NO vrastlinach ale iba za uréitych podmienok moéze byt
xantinoxidoreduktaza (XOR), enzym obsahujici MoCo tak isto ako NR. XOR sa
vyskytuje v dvoch vzijomne preveditelnych forméach: superoxid produkujica

xantinoxidaza a xantindehydrogenaza. Cinnost XOR bola néjdena v peroxizémoch.
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NO-generujuca aktivita tohto enzymu vzrasta pri klesajuicom parcidlnom tlaku O,,
pri tlaku O, bliZiacemu sa anaerébnemu prostrediu enzym vytvara O, 1 NO, ked’ je tlak
O, vysoky, enzym produkuje len O,". NO vznikd premenou anorganického NO;,
miestom katalytického generovania NO je MoCo. XOR ma kapacitu vytvarat dva
signaly AOS a NO v zavislosti na tlaku O,.

Okrem enzymovej premeny moze NO vznikat’ neenzymaticky, stacia k tomu spravne
podmienky prostredia. Neenzymova redukcia NO, na NO v apoplaste vyZaduje pH
v kyslej oblasti ajej rychlost je zvySovand pritomnostou zlifenin s redukénymi
vlastnostami ako st fenolické latky a askorbat, ktoré st pritomné v rastline vo velkom
mnozstve. Dalej moze byt NO vytvorené z NO, svetlom sprostredkovanou premenou
za ucasti karotenoidov [34,35]. Fyziologicky vyznam neenzymovej tvorby NO je
v sucasnosti neznamy, bola pozorovana ako odpoved’ na podsobenie giberelinov
a kyseliny abscisovej [31]. Tieto dva hormoény spdsobuju rapidne okyselenie

apoplastického prostredia.
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Obr. 12.: Schématické znazornenie signalizacie pomocou NO v rastlinnych bunkach [30].

Uginky NO

NO posobi v roéznych organeldch rastlinnych buniek, v chloroplastoch ovplyviuje
biosyntézu chlorofylu a fotofosforyladciu, v mitochondriach aktivitu cytochrom c
oxidazy a alternativnej oxiddzy, v peroxizomoch regulaciu katalazy, a v cytozole

modulaciu akonitazy [33].
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NO je schopny oxidovat’, nitrovat’ alebo nitrozylovat’ proteiny. Mdéze modifikovat’
tiolové skupiny pritomné v reaktivnych aminokyselinach ako cystein a tyrozin i centra
obsahujuce prechodné kovy Sirokého funkéného spektra proteinov. Tieto obe
modifikécie st reverzibilné a Specifické, poskytuju moznost’ flexibilne a presne zmenit’
funkciu proteinov v bunkach pocas odpovede na signaly z prostredia. Odhalilo sa, ze
NO zohréva vyznamn ulohu v ochrane a obrane rastlin proti patogénom. NO interaguje
s r6znymi kI'i€¢ovymi enzymami, ktoré sa Gi€astnia obrany.

Jednym z hlavnych cielov pre NO je rozpustnd guanylatcykldza. Meratelnym
nasledkom posobenia NO na napriklad Arabidopsis thaliana a listy i1 suspenzné kultiry
tabaku je prechodny narast koncentracie endogénneho cGMP (obr. 12 a 13). Pritomnost’
c¢GMP v rastlinach bola preukazana pomocou hmotnostnej spektrofotometrie a metédou
RIA. Aktivacia guanylatcyklazy prebieha naviazanim NO na hémové zelezo alebo S-

nitrozylaciou urcitych cysteinovych rezidui [35,36].
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Obr. 13.: Schéma signalizac¢nych funkcii NO pocas hypersenzitivnej reakcie [32].

cGMP je signalna molekula, tzv. druhy posol, ktora aktivuje aj ADPRcyklazu a tak
sa signal vyvolany NO prenasa dalej. ADPRcyklaza vyrdba cADPR zB-NAD',
indukcia syntézy cADPR pomocou NO priamo bez tvorby cGMP nebola v rastlinnych
bunkach dokazana [30].
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cADPR patri tiez do skupiny sekundarnych poslov, viaZze sa na ryanodinové
receptory (RYR) intracelularnych kanalov pre Ca®’ iény atym stimuluje uvolnenie
tychto i6nov z endoplazmatického retikula a vakuoly do cytozolu. NO, cGMP a cADPR
sa z(&astiiuju na zvyseni cytozolickej koncentracie Ca®" i6nov v tabakovych bunkach
pocas reakcie buniek na hyperosmoticky stres a kryptogein [30,31]. Okrem mobilizéacie
Ca®" i6nov sa cADPR pravdepodobne zicastiiuje moduldcie vakuolarnych proteinov
podobnych RYR zapojenych do signdlnej dréhy kyseliny abscisovej [27]. ZvySenie
cytozolickej koncentracie Ca®" iénov ako sucast signalnej transdukénej kaskady
spustenej NO nemusi byt sposobené¢ cADPR, ale aj priamo cGMP. K tplnemu
potlageniu mobilizacie intracelularnych Ca’* i6nov st potrebné inhibitory
ryanodinovych receptorov, antagonista cADPR 1 inhibitory syntézy cGMP.

Kryptogein spusta $pecifické zvyienie cytozolovej koncentracie Ca®" i6nov, najskor
dojde k pociatoénému prechodnému ndrastu koncentrdcie s maximom 1,9 uM
po 5 minutach od zaciatku pdsobenia kryptogeinu a potom k trvalému zvySovaniu
koncentracie, ktoré dosiahne maximum 1 uM po 25 minutach atito koncentracia
Ca” i6nov neklesne najmenej pocas nasledujicich 3 hodin. Prvy pik zvy3enia
koncentracie Ca’" i6nov je spdsobeny Ca’" iénmi zextracelularneho média
i intracelularnych zasob, zatial' o na druhom zvyseni sa podielaji Ca*" iény hlavne
z extracelularneho  prostredia [37]. Dodkazom ze NO vyvolava mobilizaciu
intracelularnych zasob Ca®" iénov st vysledky merani s 2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-
tetrametylimidazolin-3-oxid-1-oxyl (cPTIO), inhibitormi iNOS a ruténiovou cerveiou
(inhibitor RYR), po ich pridani sa zna¢ne inhibuje prvy nérast koncentracie Ca** ionov,
na druhé zvysenie nemaju ziadny vplyv [37].

Najdélezitejsiou ulohou, ktorG vtomto pripade Ca®" iény zohravajl, je uloha
druhého posla. Slazia ako mediator sprostredkujici indukciu expresie génov pre PAL
1 d’alSie pokracovanie signalnej transduk¢nej kaskady obrannej reakcie, ktorej sti¢ast’ou
je produkcia NO (obr. 12). Po pridani inhibitorov guanylatcyklazy sa zablokuje NO-
indukovand enzymova aktivita PAL aaj aktivicia expresie génov pre PAL
v tabaku [31], o je jeden z dékazov drahy: ... —» NO — ¢cGMP — Ca*" — PAL — ...

NO ovplyviluje expresiu viacSiecho mnozstva rastlinnych génov (tab. 3), okrem génov
pre PAL napr. gény pre PR-1 proteiny, Hsp a etylénformujuce proteiny. cGMP
stimuluje i indukciu génov kodujucich feredoxin NADP' oxidoreduktizu

a chalkonsyntazu, ¢o je prvy enzym drahy Specifickej pre flavonoidy a antibiotika, ktoré
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su derivatmi izoflavonoidov, abolo zistené, Ze iniciuje biosyntézu antocyaninu

v s6ji [27,36].

Tab. 3.: Triedy génov regulovanych NO v rastlinich. *+, ,upregulation” pomocou NO; -,
,downregulation” pomocou NO; len v SA-deficientnej NahG transgénnej Arabidopsis [31].
gény regulované NO “efekt na expresiu zdroj NO
enzvmy zahrnuté v syntéze JA + plynnv NO
JA-odpovedajuce gény — donory NO, plynny
bt NO
enzymy zahrnuté v syntéze etylénu + donor NO
+ kryptogein
proteiny zahrnuté v signalizacii etylénu + donor NO
PR gény + donory NO
+ ™V
enzymy fenylpropanoidnej drahy + donory NO
+ P. syringae
antioxidantné a d’alSie ochranné proteiny + donory NO
+ kryptogein
signalizacné proteiny + alebo — donor NO
proteiny zahrnuté vo fotosyntéze + donor NO
proteiny zahrnuté v bunkovom transporte + donor NO
proteiny zahrnuté v bunkovej smrti + donor NO
proteiny zékladného metabolizmu + alebo — donory NO
proteiny reagujuce na auxiny + donor NO
ferritin + donor NO
gény s neznamou funkciou + donory NO

PAL je zahrnuta v obrane rastlin proti patogénom, je to prvy a kl'iCovy enzym
fenylpropanoidnej biosyntetickej drahy. Inhibiciou NOS-aktivity sa znacne redukuje
akumulacia transkriptov koédujucich PAL.

PAL katalyzuje v rastlinach vznik kyseliny Skoricovej, zktorej naslednymi
reakciami vznikd kyselina salicylovd (SA). Pdsobenim NO na listy tabaku
a Arabidopsis thaliana dochadza k znaCnému narastu koncentracie endogénnej SA.
Toto zvySenie je pozadované pre indukciu expresie génov pre PR-1 proteiny [27,36].
Dokazom toho je zablokovanie indukcie expresie v transgénnych NahG rastlinach, ktoré
nie st schopné akumulovat’ SA, lebo obsahuju naviac gén pre salicylat hydroxylazu.

Tento enzym katalyzuje premenu kyseliny salicylovej na katechol (obr. 14).

OH
OH 0 OH
+ NAD(P)H + H — 2> + NAD(P)* + CO,+ H,0

Obr. 14.: Reakcia katalyzovana enzymom salicylat hydroxylaza.

COOH
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SA tvoriaca sa ako reakcia na NO ma schopnost’ sprostredkovat’ i potencovat’ efekty
NO, pretoze viaceré enzymy regulované NO, ako st akonitdza, kataldza a d’alSie
proteiny obsahujuce hém zahrnuté v redoxnej kontrole, st taktiez regulované pomocou
SA [27].

SA sa podiela na rozvoji lokalnej 1 systémovej rezistencie pocas inkompatibilnych
interakcii medzi rastlinami a patogénmi, zohrava dolezit ulohu na vzniku odolnosti
rastliny vo¢i chorobam spdsobenych patogénnym mikroorganizmom Phytophthora, ale
zistilo sa, ze nesprostredkovava hypersenzitivnu reakciu.

Vseobecné vlastnosti ziskanej systémovej rezistencie (SAR) st nesSpecifickost’,
ucinnost’ proti Sirokému spektru patogénov a vydrz maximalne niekol’ko tyzdnov. SAR
bola pozorovana pre rod Nicotiana, ale uz pre ostatné rody z tej istej celade Solanaceae,
ako napriklad paradajka, petiinia a paprika, ktoré nevykazuju nekrézu ako odpoved
na elicitiny, nebola zistena [38]. Intenzita rezistencie u rastlin z rodu Nicotiana je
zavisla na podmienkach kultivacie a na tom, z ktorej konkrétnej odrody pochéadzaju.

Posobenim inhibitorov NOS alebo vychytavacov NO sa zmenSuje SA-indukovana
SAR, to poukazuje na dolezitd tlohu NO v indukcii signalnej drahy (drédh) veducej
k vzniku SAR v tabaku, hoci jeho aktivita je plne zavisla na funkcii SA [32].

Hoci je SA dolezitou molekulou pozadovanou pre indukciu obrannych génov
v neinfikovanych pletivich vzdialenych od miesta napadnutia, nie je klucovym
signdlom pre vznik SAR. Vznik systémovej rezistencie sa javi byt zavisly
na extracelularnej RNAdzovej aktivite, pretoze RNA molekuly mozu prenasat’ signaly
v rastline na dlhé vzdialenosti [5]. Predpoklada sa, ze i lipidy a lipidové derivaty su
mobilné signaly na kratke aj dlhSie vzdialenosti. Nedavno bol navrhnuty ako prenosny
signal endogénny peptidovy elicitor uvolneny aspartitovou proteazou. Dalsim
kandidatom mobilného signalu je nitrozoglutation (GSNO). Veri sa, ze GSNO funguje
ako intra- iintercelularny NO prenasac. Signal pre SAR sa najpravdepodobnejsie
prenasa vo floéme, v ktorom je glutation hlavny metabolit. GSNO je silny induktor
rastlinnych obrannych génov. Nedavno boli charakterizované¢ GSNO-katabolizujuci
enzym a gén kodujuci tento enzym (GS-FDH), z ¢oho sa vyvodzuje predpoklad, ze
rastliny st schopné modulovat bioaktivitu asigndlnu funkciu tejto stabilnej
formy NO [32].

Posobenie NO na suspenzie tabaku asdji spuSta expresiu rozlicnych génov

spojenych s obranou. Aktivacia expresie moze prebiehat’ pravdepodobne viacerymi
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cestami, nepriamo cez produkciu cGMP, cADPR a SA alebo napriklad NO mé& moznost’
priamo regulovat’ proteiny podobné RYR cez S-nitrozéaciu [27].

Elicitacia kryptogeinom zapricifiuje pomalé hromadenie mRNA, kodujucej PAL
a ,,patogenesis-related protein PR-1b. PR-1 je dominantna skupina ,,patogenesis-
related* proteinov, ktorych produkcia je spustend patogénom a je vSeobecne pouzivana
ako marker pre SAR. Narast akumuladcie PAL mRNA bol pozorovany medzi 30 a 60
minatami a pre PR-1b mRNA po 3 hodindch od pridania kryptogeinu k bunkam.
Uroveii mRNA pre PR-1b stipla viac ako 100-krat dva dni po otkovani s virusom
tabakovej mozaiky [39].

Produkcia NO Startuje biosyntézu antimikrobialnych flavonoidov, patriacich medzi
sekundarne metabolity fytoalexiny. Po infiltracii NO donora v podmienkach
vyvolavajucich bunkovu smrt’ bol v Arabidopsis pozorovany transkripény narast
cinnamat-4-hydroxylazy (C4H). C4H je povazovana za kli¢ovy enzym syntézy
fenolickych zlucenin spojenych s rezistenciou k chorobam. Okrem toho inhibicia
aktivity NOS spdsobuje redukciu akumulécie transkriptov kédujicich chalkonsyntazu,
¢o je enzym zucastitujuci sa syntézy flavonoidov [32].

Okrem guanylatcykldzy mozu byt cielmi pre NO v rastlinach MAP kinazy. Umelo
generovany NO stimuluje MAP kinazy v tabaku i Arabidopsis thaliana [30], nie je ale
zname, ¢i aktivacia MAP kindz pomocou NO prebieha priamo alebo nie.

MAP kindzy st zahrnuté v aktivacii obrannych reakcii rastlin proti patogénom.
Rozpoznanie elicitinov a karbohydratového elicitoru, pochadzajuceho z bunkovej steny,
z Oomycety Phytophthora hostitel'om spusta fosforylaént kaskadu, ktord zahtiia SIP
kindzu (SA-indukovana protein kindza), patriacu do rodiny MAP kinaz. Téato 48-kDa
kindza identifikovana v suspenzii tabakovych buniek je rychlo a prechodne aktivovana
SA atym aj SA-dependentnou signalnou drahou NO. Bola objavena este jedna MAP
kinaza, aktivovana aj elicitinmi a karbohydratovym elicitorom z bunkovej steny,
nazyvana WIP kindza (wounding-induced protein kinase) [40].

Akonitaza, enzym citratového cyklu, je d’alsim dolezitym cielom NO v Zivocichoch.
NO inhibuje ¢innost mitochondridlnej a cytozolickej akonitazy a okrem toho je
signalom pre premenu cytozolickej akonitdzy na mRNA-viazici protein IRP-1 (iron
regulatory protein). IRP-1 sa viaze na Specifické miesta, tzv. zelezo-reagujuce elementy,
na transkriptoch génov zahrnutych v metabolizme Zeleza, napriklad gény

pre transferinovy receptor a feritin, ¢im sa zmeni stabilita a schopnost’ translacie danych
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transkriptov. Tymto mechanizmom sa IRP-1 zcastiiuje na regulacii koncentracie
vol'ného Zeleza v Zivoc¢isnych bunkach a NO stimuluje nérast trovne vol'ného Zeleza.

V rastlindich  bola  demonstrovand tiez inhibicia  aktivity  cytozolickej
a mitochondridlnej akonitdzy pomocou NO. Sekvencnou analyzou rastlinnej
cytozolickej akonitdzy sa odhalila 76% podobnost’ s 'udskym IRP-1 aje zname, Ze
rozhodujtce rezidué pre viazbu IRP-1 na mRNA su v tomto enzyme konzervované [27,
40]. Predpoklada sa, Ze rastlinnd cytozolickd akonitdza mdze vykondvat analogicku
funkciu ako IRP-1. Potencial IRP-1 homoldga zvysit' urovenn volného zeleza ako
odpoved na NO moze zohravat' ochrannti funkciu po utoku patogéna. V pritomnosti
AOS voln¢ zelezo podporuje Fentonovou reakciou, generujicou hydroxylové
radikaly (obr. 15), oxida¢nu deStrukciu a PCD. Tak NO-sprostredkovany narast Zeleza
mdze pomoct vytvorit’ letdlne prostredie, ktoré prispieva k hypersenzitivnej reakcii ako

1 k zabitiu patogéna.

H,0, + Fe*"(Cu") — Fe* (Cu®") + OH" + OH"

Obr. 15.: Fentonova reakcia.

NO moze reagovat’ s volnym O, a vytvarat tak reaktivnu molekulu peroxynitrit
(ONOO'", obr. 13). Ten vykazuje bakteriostatické vlastnosti, v zZivo¢iSnej riSi sa
predpoklada, Ze viacero biologickych efektov NO, vratane indukcie apoptdzy, je
sprostedkovanych prave touto molekulou, a hladd sa obdoba urastlin. Vzajomné
ovplyvnovanie sa NO a AOS, medzi ktoré sa O, zarad’uje, boli popisané hlavne pocas
interakcii rastlin s patogénmi.

NO kooperuje sAOS vaktivacii hypersenzitivnej reakcie. Vysledkom
hypersenzitivnej reakcie je rychla lokalizovand bunkovéd smrt’, dochiddza k rychlemu
nekrotickému odumieraniu buniek v okoli miesta infekcie, jej ulohou je obmedzit’
infekciu a zabranit' Sireniu patogéna. Okrem toho tieto dva signily, AOS a NO,
pravdepodobne spolupracuju i1 pocas rastu a vyvoja rastliny, napriklad NO je zahrnuty
v regulacii lignifikacie, ovplyviiuje cinnost’ peroxidadz a produkciu H,O, v xyléme
Zinnia elegans [27].

NO mébze posobit’ synergicky s AOS alebo potlacat’ toxické efekty sprostredkované
AQS, je to zavislé na ich prislusnych koncentraciach. Za vhodnych podmienok je NO

schopné chranit’ rastliny, napriklad zemiaky, pred poskodenim AOS =zapri¢inené
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metylviologennymi herbicidmi. Reakcia NO so O, alebo H,O, mdze potencialne znicit’
superoxidovy, resp. peroxidovy signal-efekt.

H,0; spolu s NO a SA aktivuje PCD. V rastlinnych mitochondriach NO inhibuje
aktivitu cytochroémoxidazy a sprievodnu syntézu ATP azmenend mitochondridlna
aktivita stimuluje PCD. Predpoklada sa, ze PCD indukovana NO nastane pri inhibicii
respiracie a uvolneni mitochondridlneho cytochromu c [33]. Po utoku patogéna je
aktivita askorbatperoxidazy a katalazy potlacend pomocou NO a SA. Produkcia
askorbatperoxidazy je potlacend posttranskripéne a produkcia kataldzy je nastavena
na nizku uroven udrzovanim stalej hladiny jej mRNA. Tak rastlina produkuje viac AOS
a v tom istom case zmenSuje svoju vlastnu kapacitu vychytavanie H,O,, vysledkom je
hromadna akumuldcia AOS a aktivacia PCD. Experimentdlne to bolo dokazané,
sucasny narast NO a H,O, v tabakovych bunkédch indukuje bunkovi smrt’, ktord ma
typické cytologické a biochemické znaky PCD [36]. Potlacenie AOS-vychytavacieho
mechanizmu dokopy so syntézou NO sa javia byt rozhodujuce pre aktivaciu PCD,
pretoZe len samotny narast tvorby AOS v apoplaste nespusti PCD [18].

PCD v rastlinach vykazuje podobnosti s PCD v zivo¢ichoch (apoptdze), v oboch
riSach v priebehu PCD dochadza ku kondenzicii chromatinu a strate elektrického
potencialu na mitochondridlnej membréne.

NO sa javi byt bifunkénym moduldtorom PCD, je schopny ju stimulovat’ alebo
inhibovat’. Antiapoptické vlastnosti vykazuje, ked’ posobi antagonisticky voci AOS,
znizuje ich cytotoxicitu reakciou so O," za vzniku ONOO™ a zvySovanim urovne
protektivnych  proteinov  katalazy, superoxiddizmutazy, alternativnej oxidazy
a glutation-S-transferazy [31].

Ako su chranené rastlinné bunky pred nadbytkom NO? Klucova tloha
nesymbiotického hemoglobinu v detoxifikacii NO v zivocichoch, kvasinkach
a baktériach je zndma, podla vsSetkého je vychytavacom NO, vznikd zneho S-
nitrézohemoglobin. V tabakovych rastlindch s vysokou produkciou hemoglobinu,
u ktorého sa aj v rastlinnej risi predpokladé funkcia vychytavaca NO, bolo pozorované
znizenie PCD po inokuldcii s avirulentnymi patogénmi alebo za hypoxickych
podmienok [30,31].

Okrem hemoglobinu sa moZzno na vypnuti NO-signalu v rastlinach podiel’a glutation-
dependentna formaldehyddehydrogenaza (FALDH, iny nazov S-
nitrézoglutationreduktaza) (obr. 12). U 'udi GSNO, vznikajuci primarne nitrozylaciou

glutationu, sluzi ako rezervoar NO a sprostredkovava niektoré efekty NO. FALDH

40



katalyzuje premenu GSNO na oxidovant formu glutationu a amoniak a tym kontroluje
intraceluldrnu hladinu GSNO a obmedzuje toxicitu NO. Neexistuje jasny dokaz
pritomnosti GSNO v rastlinach, ale in vitro FALDH z Arabidopsis thaliana vykazuje
GSNO-reduktazovu aktivitu [30].

3.3. ULOHA ELICITINOV A LIPOFILNYCH ZLUCENIN V
METABOLIZME PHYTOPHTHORY

Viaceré desatrofia sa domnievalo, ze mikroorganizmy zrodov Phytophthora
a Pythium potrebuju steroly pre svoj uc¢inny rast a nepohlavnt i pohlavnt reprodukciu,
tak ako parazit Lagenidium giganteum [5]. V skutocnosti je to len Ciastocne pravdivé.

Za laboratérnych rastovych podmienok steroly spustaji formovanie reprodukénych
organov u homo- i heterotalickych mycet, ale nedostatok zdroja sterolov neovplyviiuje
rast mikroorganizmu Phytophthora cactorum. Stimulaciu formovania reprodukénych
organov u mikroorganizmov Phytophthora cactorum a Pythium aphanidermatum moze
zabezpecCovat’ preprava fosfolipidov do ich organizmov. Nenasytené mastné kyseliny, aj
ich triglyceridy, boli tiez oznacené za stimulantov reprodukcie v Oomycetich
Phytophthora  cinnamoni, Phytophthora cactorum a Phytophthora parasitica,
pre Oomycetu Phytophthora cactorum je takym stimulantom aj fytol, degradacny
produkt chlorofylov [5].

Steroly v membranach druhov z rodu Phytophthora mozu byt nahradené
za triterpenoidy pri splneni dostatocnej podobnosti Struktarnych a biochemickych
vlastnosti, napriklad za fytoftorol, ktory je syntetizovany tymito mikroorganizmami.

Lipofilné zluceniny nie st esencidlne pre rast a rozSirenie mikroorganizmov rodu
Phytophthora ani Pythium, preco potom tieto Oomycety sekretuji vysoko energeticky
naro¢né proteiny s vysokou genetickou diverzitou - elicitiny, schopné transportovat’
lipofilné zluceniny? Jedna z hypotéz hovori, Ze elicitiny st distribuované do okolitého
zivotného  prostredia mikroorganizmov z rodu Phytophthora za ucelom
zhromazd’ovania a prenosu cudzich lipidickych zlacenin do mycélia, ktoré sa stavaju
informacnym prostriedkom [5]. Informuji mikroorganizmus o pritomnosti a mnoZzstve
potencidlnych hostitelov.

Elicitiny, analyzované zo sterolového hladiska, sa javia ako zlozky virulencie
patogéna Phytophthora [5]. Podla toho interakcia medzi elicitinmi a tabakom je
vynimka - vSeobecny faktor virulencie je rozpoznavany hostitel'skou bunkou,

zobrazujuca hostitel'sko-patogénnu koevoltcie (vzdjomne podmieneny vyvoj).
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3.4. VYZNAM ELICITINOV Z POINOHOSPODARSKEHO
A BIOTECHNOLOGICKEHO HIADISKA

Zakladné znaky ziskanej systémovej rezistencie ato, Ze sa d4 navodit’ pdsobenim
elicitinov, predurcuju moznost’ vyuzitia tychto poznatkov v ochrane pol'nohospodarsky
vyznamnych rastlin. Snahou je ndjst’ taky elicitor, ktory by navodil ¢o najdlhSiu
systémovu rezistenciu rastliny bez ohrozenia jej d’alSieho zivota a trody.

Umelo vyvolana systémova rezistencia indukovana elicitinmi je U¢innd proti
niektorym agresivnym chorobam tabaku, spdsobenych mikroorganizmom Phytophthora
parasitica. Bolo preukdzané, Ze je U€innd aj proti tabakovym fytopatogénnym hubam:
Sclerotinia sclerotium, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Erysiphe cichoracearum
a Peronospora tabacina [5,41]. Niektoré avodné experimenty preukazali, ze elicitiny je
mozné pouzit na indukciu rezistencie tabaku proti fytopatogénnym baktériam
Pseudomonas cichorii a Erwinia chrysanthemi [5]. Elicitiny su silné elicitory, relativne
dlhodobo a nespecificky chrania tabakové rastliny proti Sirokému spektru patogénov.

Transgénne rastliny, v ktorych je navodena umeld rezistencia sa daja vyrobit’ dvoma
spdsobmi spustenia elicitinovych génov v tabaku. Vysledkom pouZzitia nekontrolovanej
expresie syntetickych génov, kdédujicich kryptogein, boli Zivotaschopné transgénne
rastliny. Protein, nasledkom intracelularnej lokalizacie, ale nebol schopny interagovat
so svojim Specifickym vdzbovym miestom na plazmaleme a ockovanie s patogénom
Phytophthora parasitica poukazalo na nizku troven rezistencie takychto rastlin [5].

Druhy spdsob bol zalozeny na kontrolovanej génovej expresii. Vyrobila sa
transgénna rastlina, spojenim génového promotoru tabaku (hsr203J), ktorého funk¢énost’
sa naStartuje pdsobenim patogénu na rastlinu, a génu, kodujuceho kryptogein [41].
Infekcia Oomycetou Phytophthora parasitica v rastline stimulovala produkciu
kryptogeinu. Protein bol adresovany do apoplazmatického priestoru, pomocou
signalneho peptidu PR-1a, pridaného medzi promotor a gén pre kryptogein, ¢o mu
umoziiovalo viazat’ sa na vonkajsiu stranu plazmatickej membrany. Vysledkom tvorby
kryptogeinu bola lokdlna nekroza, ktora sa podobala hypersenzitivnej odpovedi
vyvolanej patogénnym mikroorganizmom Phytophthora cryptogea a doslo k zastaveniu
dalsicho rastu patogéna. Rezistencia je generovand bez konstitutivnej syntézy

transgénneho produktu a je u€inna proti rozliénym druhom hub, virusov a had’atkam.
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CIEL, PRACE

Ciel’ mojej prace je stanovenie a porovnanie mnozstva vytvoreného NO a zmien
koncentracie K™ i6nov v extracelulsrnom prostredi vyvolanych eliciticiou
kryptogeinom a mutantnymi proteinmi odvodenymi od kryptogeinu. Praca ma pdmoct’
vysvetlit' ako mutacia zasahuje do rozpoznania elicitoru rastlinou a teda aj do spustenia

a intenzity jednotlivych krokov obrannej reakcie.
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EXPERIMENTALNA CAST

4. POUZITE CHEMIKALIE A BIOLOGICKY MATERIAL
4.1. CHEMIKALIE

Elicitory:

kryptogein, X24, 811, 56, L19R, LTP laboratorium INRA Antibes Francuzsko,
naSe laboratérium

Priprava pufrov:

D-manitol Sigma

kyselina 2-N-morfolinoetylsulfonovad (MES) Sigma
N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N’-(2-etansulfonova kyselina) (HEPES)

Sigma
Priprava zZivnych médii:
vitaminy uvedené v tab. Sigma
myoinozitol Sigma
glutamin Sigma
kinetin Sigma

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4 D) Sigma

Inhibitor iNOS:

L- N%-monometylarginin monoacetat (L-NMMA)
Sigma

Fluorescencnd sonda:

4,5-diaminofluorescein diacetat (DAF-5 DA) Fluka

Dalej boli pouzité bezné chemikdlie cistoty p.a.

4.2. PRISTROIJE

predvazky Scaltec SP 051

analytické vahy Kern ABJ

pH meter WTW inoLab Level 2

autoklav Chirana AUT 26/11

trepacka s vodnym kapel'om Elpan typ-357
trepacka Heidolph Unimax 2010

trepacka Minitron

laminarny box Ekom EM 90
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laminarny box Holten Safe 2010

dostickovy spektrofluorimeter Perkin Elmer LS 50
fluorescenény mikroskop Olympus U-RFLT 50
spektrofotometer Thermo Spectronic

ISE pre K" iény 2THETA

4.3. BIOLOGICKY MATERIAL

kalusova kultura Nicotiana tabacum odroda Xanti

5. METODY

5.1. KULTIVACIA KALUSOVEJ KULTURY TABAKU
5.1.1. PRIPRAVA MEDIA

Suspenzné tabakové kultiry sa pestuju vtzv. modifikovanom MS médiu
(Murashige-Skoog medium) nazyvanom Chandlerovo médium [42]. Médium obsahuje
dve zlozky: hlavné médium (tab. 4) a roztok vitaminov a rastovych latok (tab. 5).

V tabul’ke uvedené mnoZzstvd makro- a mikroprvkov sa rozpustia v prisluSnom
objeme destilovanej vody za stidleho mieSania, pH roztoku sa upravi na 5,5-5,7
pomocou KOH a roztok sa da sterilizovat’ do autoklavu na 30 minut pri tlaku 200 kPa.
Po sterilizacii sa roztok nechéd vychladnit’ vo flowboxe (na cca 50°C) a prida sa do neho
sachar6za a cez mikrofilter roztok vitaminov arastovych latok, tito Cast média sa
nemoZe sterilizovat' v autoklave kvoli svojej tepelnej labilite a preto sa sterilizuje
ultrafiltraciou. Médium sa rozleje po 80 ml do 250 ml Erlenmeyerovych baniek, ktoré
sa predtym vysterilizuji horucim vzduchom 3 hodiny pri 150°C, a banky sa daji zase
do autoklavu na 30 minut pri 100 kPa. Po vytiahnuti z autokldvu sa nechd médium
v bankdch vychladnut’ vo flowboxe, hrdlo baniek sa obali foliou a na banky sa napise

datum pripravy média.
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Tab. 4.: Hlavné médium pre suspenznu kultiru.

na pripravu 11 média zasobny roztok 11 vysledna
koncentracia

Makroprvky
MgS0,.7H,0 037¢g 0,37 g/l
KH,PO, 0,17 g 0,17 g/l
NH4NO; 1,65¢g 1,65 g/l
KNO, 1,90 g 1,90 g/l
CaCl,.2H,0 0,44 g 0,44 g/1
EDTA-Fe
Na,EDTA.2H,0 10 ml 372 ¢ 37 mg/l
FeS0O,.7H,0 2,78 g 28 mg/l
Mikroprvky
H;BO; 6,2¢g 6,2 mg/l
MnSO,.H,O 223¢g 22 mg/l
ZnS0O,.7H,0 86¢g 8,6 mg/l
Na,Mo0,.2H,0 1 ml 025¢g 0,25 mg/l
KI 0,83 g 0,83 mg/1
CuS0,4.5H,0 0,025 g 0,025 mg/1
CoCl,.6H,0O 0,025 g 0,025 mg/l
sachar6za 30g 30 g/l
Tab. 5.: Roztok vitaminov a rastovych latok pre suspenznu kultaru.

na pripravu 11 média zasobny roztok na vysledna

0,11 koncentracia

Vitaminy
kys. nikotinova 50 mg 5 mg/l
pantotenat vapenaty 30 mg 3 mg/l
glycin 20 mg 2 mg/l
tiamin 10 ml 5 mg 0,5 mg/l
kys. folova 5mg 0,5 mg/1
pyridoxin 5 mg 0,5 mg/1
biotin 0,5 mg 0,05 mg/1
myoinozitol 100 mg 100 mg/1
glutamin 200 mg 200 mg/1
kinetin 1 ml 22,1 mg 0,11 mg/l
24D 0,8 ml 22,5 mg 0,18 mg/1

5.1.2. KULTIVACIA SUSPENZNEJ KALUSOVEJ KULTURY TABAKU

Suspenzna kultura tabaku (obr. 16) sa pestuje v Minitrone za staleho svetla a trepania
s frekvenciou 120 ota¢ok/min pri 23°C a vlhkosti 60%. Z tejto suspenzie sa sterilne
odoberie 8 ml a prenesie do 80 ml tekutého média (priprava a zloZenie kapitola 5.1.1)

v 250 ml Erlenmeyerovej banke, nasledne sa banka uzavrie alobalom a foliou
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aumiestni do Minitronu. Na uchovavanie sa za uvedenych podmienok suspenzna

kultira pestuje po dobu 7 dni, na meranie pouZivam 3 dni stara kultaru.

Obr. 16.: Suspenzna kultira tabakovych buniek.

5.2. MERANIE ZMIEN KONCENTRACIE K" IONOV

V EXTRACELULARNOM PROSTREDI PO ELICITACII
5.2.1. PRIPRAVA MERANIA

Z 3 dni starej bunkovej suspenzie sa jemne odsaje rastové médium na sklenenej frite
(hustota S1, nizky podtlak), ktora sa najskor zvazi prazdna a nasledne spolu s bunkami.
Bunky sa dvakrat premyju pufrom 12, ktory mé laboratérnu teplotu (zlozenie tab. 6,
priprava pod tabul'kou), roztok sa zase jemne odsaje. Potom sa bunky rozsuspenduji
v pufri 12 pH 5,8, tak aby bola vysledna koncentracia 1g buniek/10 ml pufru 12 pH 5,8,
a premiestnia sa do Cistej (vypalenej) 250 ml Erlenmeyerovej banky. Takto pripravena
suspenzia tabakovych buniek sa rozleje po 20 ml do 50 ml Erlenmeyerovych baniek,
ktoré sa nechaju inkubovat’ v trepacke s vodnym kupelom Elpan typ- 357 pri 25°C

a frekvencii 150 ota¢ok/min po dobu 120 mindut.

Tab. 6.: Zlozenie pufru 12.

latka koncentracia navazka na 11
D-manitol 175 mM 2¢g
CaCl,.2H,0 0,5 mM 0,1g
K,SO, 0,5 mM 0,09 g
MES 2 mM 0,39 ¢

Priprava pufru: Vsetky zlozky pufru uvedené v tabulke 6 sa rozpustia v destilovanej vode, objem roztoku

sa doplni na 11 a pH roztoku sa upravi pomocou KOH na hodnotu 5,8.
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5.2.2. VLASTNE MERANIE S ISE

Zmena koncentracie K™ i6nov sa meria ako zmena potencidlu v extraceluldrnom
médiu pred a po pridani réznych koncentracii elicitorov pomocou ISE pre K™ iony.

Do tabakovej suspenzie pripravenej na meranie v I2 pH 5,8 sa ponori ISE pripojena
na pH meter WTW inoLab Level 2, ktory je online pripojeny k pocitacu. Kazdych 30 s
sa ukladaju udaje namerané ISE do textového siboru do pocitaca. V Case 0 sa prida
do suspenzie urc¢ité mnoZzstvo elicitora. Zmena potencidlu ISE sa sleduje do casu
45 minat od pridania elicitora. Ako kontrolna vzorka sa pouzije suspenzia bez pridavku
elicitora. Pocas celého merania si banky so suspenziou umiestnené¢ v trepacke
s vodnym kuapel'om Elpan typ- 357 pri 25°C a frekvencii 150 ota¢ok/min.

Namerané hodnoty potencialu ISE sa pomocou kalibracnej krivky prepocitaja

O + .7 r e
na koncentracie K" ionov v extracelularnom prostredi.

5.3. SLEDOVANIE ZMIEN KONCENTRACIE OXIDU DUSNATEHO

V BUNKACH PO ELICITACII S FLUORESCENCNOU SONDOU
5.3.1. PRIPRAVA MERANIA

Priprava na meranie prebieha obdobne ako pri merani zmien koncentracie K ionov
v extracelularnom prostredi (kapitola 5.2.1). Rozdiel je v tom, ze sa v celom postupe
nahradi roztok 12 pH 5,8 roztokom 120 rovnakého pH 5,8 (tieto roztoky sa liSia len
v koncentracii MES, ktord sa zmeni z 2 mM na 20 mM) a tabakova suspenzia v 120
pH 5.8 sa rozleje po 5 ml do 25 ml Erlenmeyerovych baniek a nechd sa to inkubovat

po dobu 90 minut.

5.3.2. VLASTNE MERANIE S FLURESCENCNOU SONDOU

Pre sledovanie zmien koncentracie NO bola vybratd fluorescencnd metdda
s permeabilnou sondou 4,5-diaminofluorescein diacetat (DAF-5DA). Pritomnost NO
vo vnutri buniek tabaku sa detekuje pomocou zelenej superfluorescencie zluceniny
DAF-5T (4,5-diaminofluorescein triazol, excitatna A =491 nm, emisné maximum
A =513 nm), vznikajucej reakciou NO s DAF-5, ktory sa tvori z DAF-5DA pomocou
esteraz po vstupe do buniek (obr. 17). Chemicka transformacia fluorescencie sondy je
zalozend na reaktivite dvoch aromatickych vicindlnych aminov, pripojenych

na fluorescein, s NO v pritomnosti O, za formovania triazolového kruhu.
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Obr. 17.: Schématické znazornenie vstupu DAF-5DA do buniek a vzniku DAF-5T [43].

Do banky s 5 ml tabakovej suspenzie v 120 pH 5,8 pripravenej na meranie sa prida
20 ul DAF-5DA, zasobna koncentracia sondy je 5 mM a vysledna koncentracia je
20 uM. Pocas celého merania su banky umiestnené v trepacke s vodnym kuapelom
Elpan typ- 357 pri 25°C a frekvencii 150 ota€ok/min. Po pridani fluorescencnej sondy
az do konca pokusu sa banky uchovavaju v tme. Po 30 minttach od pridania sondy sa
suspenzia prenesie do nového roztoku 120 pH 5.8.

Potom sa do jednotlivych baniek pridava elicitor, ja som konkrétne pridavala
kryptogein, tak aby jeho koncentracia v banke bola 50 nM.

Kazdych 30 minat po dobu dvoch hodin sa odoberaji vzorky suspenzii na podlozné
sklicka, pozoruju sa fluorescenénym mikroskopom, na vzorky sa svieti modrym
svetlom, excita¢na A pre DAF-5T =491 nm.

Kvoli dokazu toho, Ze zelend superfluorescencia je spdsobend naozaj zluceninou

DAF-5T, ktora vznikd sposobom uvedenym na obr. 17, sa do niektorych baniek
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so suspenziou 10 minut pred pridanim kryptogeinu pridava inhibitor NOS — L-NMMA
(vysledna koncentracia 150 upM). Po elicitacii suspenzie buniek tabaku
s pridavkom inhibitora sa oCakéva pokles fluorescencie oproti suspenzii, do ktorej sa
ziadny inhibitor nepridal.

Ziskané¢ fotky suspenzii sa vyhodnocuju v programe Origin, fotky sa pseudokoloruju

podl’a intenzity fluorescencie.

5.4. MERANIE ZMIEN KONCENTRACIE OXIDU DUSNATEHO

PO ELICITACII GRIESSOVOU REAKCIOU
5.4.1. PRIPRAVA MERANIA
Priprava na meranie prebieha rovnako ako v pripade merania zmien koncentracie

K" i6nov v extracelularnom prostredi (kapitola 5.2.1).

5.4.2. VLASTNE MERANIE S GRIESSOVYM CINIDLOM

Pre zistenie mnozstva NO, v biologickom materidle sa pouziva okrem iného aj
kolorimetrick¢ stanovenie s Griessovym cCinidlom. Tato metdoda sa da pouzit
1 pre kvantifikdciu NO. NO reaguje s kyslikom aso zlozkami Griessovho reagentu
(obr. 20) za vzniku toho istého azofarbiva, ako pri reakcii s NO;™ (obr. 21), oranzovej
alebo ruzovej farby podla toho, ¢i pH reakénej zmesi je neutrdlne resp. kyslé.
Koncentracia NO sa selektivne stanovi pri neutrdlnom pH zmeranim intenzity
vzniknutého azofarbiva pri A = 496 nm. V pripade stanovenia mnozstva NO,’, ktoré
z NO nasledne vznikaji reakciami na obr. 18, musi byt Griessova reakcia prevedena
v prostredi s kyslym pH avznikd ruzové azofarbivo, ktorého intenzita sa zmeria

pri A =540 nm.

4NO+02—>2N203
N,O; + HO - 2NO, + 2 H"
Obr. 18.: Vznik NO, z NO [44].

Existujii r6zne modifikacie zloZenia Griessovho Cinidla, ja som pouZivala 2 rézne
zmesi. Prvy variant obsahuje kyselinu sulfanilovl a a-naftylamin (obr. 19). Pripravi sa
1%-roztok kyseliny sulfanilovej v 0,1 M HCI a 0,02%-roztok o-naftylaminu taktieZ
v 0,1 M HCI (zlozenie tab. 7, priprava pod tabul’kou). Potom sa tieto jednotlivé zlozky
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pridavaju v pomere 1:1, tak aby aj objem Griessovho ¢inidla k stanovovanej vzorke bol
v pomere 1:1, teda v mojom pripade sa k 500 ul odobratého roztoku zo suspenzie
tabakovych buniek pridava 250 ul roztoku kyseliny sulfanilovej a 250 pl roztoku a-
naftylaminu. Po 30 minttach statia pri laboratornej teplote sa vytvori ruzové sfarbenie
sposobené vzniknutym azofarbivom, ktorého mnoZstvo je imerné koncentracii NO; vo

vzorke. Intenzita tohto sfarbenia sa zmeria na spektrofotometri pri A = 540 nm.

Tab. 7.: ZlozZenie 1. variantu Griessovho ¢inidla (pre V=100 ml).

latka koncentracia navazka na 100 ml
o-naftylamin 0,02 % 20 mg
kyselina sulfanilova 1% lg

HCI 0,1M

Priprava prvého variantu Griessovho reagentu:

Do 100 ml 0,1 M HCI sa prida 20 mg a-naftylaminu resp. 1 g kyseliny sulfanilovej a rozpusti sa to.

NH,
N\
NH, N NH, Xy
NOZ-
— T + — >
+
H
SOH SOH SOH
kyselina sulfanilova a-naftylamin azozliéenina
Amax= 540 nm

Obr. 19.: Reakcia Griessovho reagentu (1. variantu) s NO,.

Druhy variant Griessovho ¢inidla, ktoré sa da pouzit’, je zmes sulfanilamidu (SULF)
a N-(1-naftyl)etylendiamin dichloridu (NEDD) vo fosfatovom pufri pH 7,4 (zlozenie
tab. 8, priprava pod tabulkou). 500 pl tejto zmesi sa pridava k 500 pl odobratého
roztoku zo suspenzie buniek, nechd sa to stdt 30 minit azmeria sa intenzita
vytvorené¢ho tentoraz oranzového sfarbenia pri A =496 nm, ktora je umerna

koncentracii NO vo vzorke.
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Tab. 8.: Zlozenie 2. variantu Griessovho reagentu (pre V=100 ml).

latka koncentracia navazka na 100 ml
NEDD 0,4 mM 10 mg
SULF 17 mM 05¢g
fosfatovy pufr pH 7,4 100 mM 13,78 g Na,HPO,

3 ,53 g NaH2PO4

Priprava druhého variantu Griessovho ¢inidla:

Do 100 ml fosfatového pufru pH 7,4 sa prida 10 mg NEDD a 0,5 g SULF, neché sa to miesat’ a mierne

zahrievat’ 15-30 minut alebo dokym sa vsetko nerozpusti [45].

SONH,

sulfanilamid
(SULF)

SONH,

+
NOH2

N

HO

SO,NH,

+

SO,NH,

NH,
HN

N-(1-naftyl)-etyléndiamin
(NEDD)

ngozs——Q—N:N NH NH,
azozluéenina
A= 496 nm

Obr. 20.: Reakcia Griessovho ¢inidla (2. variantu) s NO [45].
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Pri meraniach NO aNO, s Griessovym C¢inidlom sa po ukoncéeni pripravy
na meranie suspenzia prefiltruje a bunky sa rozspuspenduju v 120 pH 8 (ten sa lisi
od 120 pH 5,8 jednou zlozkou, namiesto 20mM MES obsahuje 20 mM HEPES) zase
na objem 20 ml. Pocas celého merania st banky umiestnené v trepacke s vodnym
ktpelom Elpan typ- 357 pri 25°C a frekvencii 150 otdCok/min. V Case 0 sa odoberie
zo suspenzie prvych 500 ul roztoku nad bunkami do kyvety, ku ktorému sa prida
Griessov reagent, a prida sa ur¢ité mnozstvo elicitora do bunkovej suspenzie. Kazdych
30 minat po dobu 2 hodin sa d’alej odobera zo suspenzie 500 pl roztoku, v ktorom sa
stanovi koncentracia NO; a NO.

Kvdéli overeniu si toho, ze NO,™ vznikdji z NO po elicitacii, sa do niektorych baniek
so suspenziou buniek pridava inhibitor NOS — L-NMMA (vyslednd koncentracia
150 uM). V pripade merania s inhibitorom sa v priprave merania nahradi pufr 12 pH
5,8 pufrom 120 pH 5,8. Po ukonceni pripravy sa prida do bunkovej suspenzie inhibitor,
necha sa to inkubovat’ 20 minat. Nasledne sa bunky premiestnia do roztoku 120 pH 8
a prida sa elicitor, ¢o sa povazuje za ¢as 0. V merani sa pokracuje rovnakym spdsobom
ako bez inhibitora. Po elicitacii suspenzie buniek tabaku s pridavkom inhibitora sa
ocakava pokles mnozstva vytvorenych NO, oproti suspenzii, do ktorej sa ziadny

inhibitor nepridal.

/\/NH2

=

N
/\/NHZ !
NH, NN HIN Xy
NO,
—_— + —_—
+
H
SO,NH,, SO,NH, SONH,
sulfanilamid N-(1-naftyl)-etyléndiamin azozlGeenina
(SULF) (NEDD) Agnan= 540 NM

Obr. 21.: Reakcia Griessovho ¢inidla (2. variantu) s NO, [46].



5.5. VYHODNOCOVANIE NAMERANYCH DAT
5.5.1. MERANIE ZMIEN KONCENTRACIE NO,” A NO PO ELICITACII

Namerané hodnoty zo spektrofotometra pri A=540nm sa prepocitali
na koncentracie NQ, apri L =496 nm na koncentrdcie NO pomocou kalibracnej
krivky. Kalibra¢na krivka pre stanovenie NO, je wuvedend na obr. 33.
Pre vyhodnocovanie koncentracie NO som pouzila kalibracnu krivku z ¢lanku
z Casopisu Methods in enzymology [45], pretoze som v nasom laboratoriu nemohla
sama zmerat’ tito zavislost’ absorbancie na koncentracii NO.

Mnozstvd NO,  vytvorené po elicitacii réznymi elicitinmi v tych istych
koncentraciach (50, 25 a 10 nM) boli merané v rézne dni viackrat a z vyhodnotenych
vyslednych grafov boli vybraté tzv. typické vysledky. Maximum tvorby NO; sa v r6zne
dni liSilo v zavislosti na momentalnej citlivosti buniek ku kryptogeinu a MPOC
a energetickej kondicii tabakovych buniek. K tvorbe NO, z ktorého nasledne NO;’
vznikaju je potrebné NADPH.

Pre vzajomné porovnanie produkcie NO, a NO vyvolanej koncentraciami 50, 25,
10, 5, 1 a 0,5 nM daného elicitinu bol v ramci jedného pokusu v jeden deii pridavany
elicitin urcitej koncentracie do 2-3 baniek so suspenziou buniek. V rdmci jedného
pokusu boli merané 3 koncentracie elicitinu a prislusné mnozstva elicitinov pre dané
vysledné koncentracie boli priddvané v ré6znom poradi do baniek so suspenziou (napr.
pre 50 nM vyslednt koncentraciu elicitinu bolo prislusné mnozstvo pridavané do baniek
¢. 1, 5 ag8). Znameranych hodnoét mnozstiev NO, a NO pre jednu koncentraciu

urcitého elicitinu som do grafu pouzila priemerné hodnoty.
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VYSLEDKY
6. MERANIE ZMIEN KONCENTRACIE K' IONOV

V EXTRACELULARNOM PROSTREDI PO ELICITACII
6.1. KALIBRACIA DRASELNEJ ELEKTRODY

Pre kalibraciu ISE pre K iény som si pripravila roztoky KC1 v 175 mM manitole
v rozmedzi koncentracii 0,0005 — 0,1 M. Zostrojila som kalibra¢nu priamku (obr. 22),

jej smernica je 50,65 mV a R* = 0,9994.
360 —

340 o A

300 - P

280 - st

E (mV)

260 - Pod

240 4 /i,

logc

Obr. 22.: Kalibraénd priamka ISE pre K" pre roztoky KCI v 175 mM manitole.

6.2. MERANIE S ISE PRE K’ PO ELICITACII

K vyvolaniu obrannej reakcie som pouzila kryptogein, MPOC a X24 rozpustené
vo vode, 100, 50, 25 a 10 nM koncentracie. MPOC 5/6, 8/11 a L19R mali na N-konci
naviac signalnu sekvenciu EAEA. Na elicitdiciu som pouzila aj L19R bez signélnej
sekvencie. Ako kontrolu som pouzila ¢istli suspenziu buniek bez pridania elicitinov.

Zistila som, Ze k najvd¢Siemu ndrastu koncentricie K™ i6nov v extracelularnom
prostredi dochddza po elicitacii samotnym kryptogeinom. Intenzita odpovede, Cize
mnozstvo prete¢enych K do extracelularneho prostredia, sa lisila v zavislosti
od pridaného elicitinu a i od jeho koncentracie.

Po pridani MPOC a elicitinu oznateného X24 poklesol vytoku K von z buniek

oproti kryptogeinu (cry) v tomto poradi: o viac ako polovicu pre X24, a o tri Stvrtiny
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pre 5/6, 8/11 a L19R (+EAEA) pre 50 nM koncentracie elicitinov (obr. 23). Pre 25 nM
koncentrécie sa poradie pre 5/6 a 8/11 obratilo, celkovo 5/6 a 8/11 vyvolavali vel'mi
podobné odozvy, odpoved 5/6, 8/11 a X24 bola priblizne tretinovd oproti reakcii
na kryptogein (obr. 24), LI9R (+EAEA) vyvolala len minimalnu odozvu (obr. 25).
Poradie intenzity zmien extracelularnej koncentracie K~ pre 10 nM koncentracie
jednotlivych elicitinov sa zhoduje s poradim pre 50 nM koncentracie, X24 spdsobila
poloviéni odpoved, 5/6, 8/11 tretinovii a L19R (+EAEA) len minimélnu reakciu
(obr. 26).

/ ——— 50 nM cry

' — 50 nM X24 (+EAEA)
50 nM 8/11 (+EAEA)
50 nM 5/6 (+EAEA)
50 nM LTP

50 nM L19R (+EAEA)
kontrola

c K (mM)

T T T T T T T T
0 10 20 30 40

¢as (min)
Obr. 23.: Zmena koncentracie K" iénov v extracelularnom prostredi v ¢ase po elicitacii 50 nM elicitinmi.
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o] 25 nM 5/6 (+EAEA)
il T

—25 nM X24 (+EAEA)
kontrola

T T ¥ T J T Y T
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Obr. 24.: Zmena koncentracie K” i6nov v extracelularnom prostredi v ¢ase po elicitacii 25 nM elicitinmi.
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Obr. 25.: Casova zmena koncentracie K ionov v extraceluldrnom prostredi po elicitacii 25 nM elicitinmi.
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—— 10 nM X24 (+EAEA)
—— 10 nM 8/11 (+EAEA)
10 nM 5/6 (+EAEA)
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Obr. 26.: Zmena koncentracie K" iénov v extracelularnom prostredi v ¢ase po elicitacii 10 nM elicitinmi.

Pre koncentracie 50, 25 a 10 nM daného elicitinu plati pre kryptogein, X24,
L19R (+EAEA) iLI9R, Ze so zvysujucou koncentraciou elicitinu, vytok K’ iénov
do extracelularneho prostredia taktiez rastie. Koncentracia K™ v extracelularnom
prostredi po elicitacii 50 nM kryptogeinom vzrastla priblizne o tretinu oproti
po aplikacii 25a10nM kryptogeinu do bunkovej suspenzie (obr. 27). Po pridani
100 nM kryptogeinu bola intenzita odpovede niz§ia ako pre 50 nM, zhodna
s odpoved’'ou pre 25 nM kryptogein. 10 nM X24 spustil priblizne tretinovy, 25 nM X24
dvojtretinovy narast mnozstva K oproti 50nM X24 (obr.28). 50 nM L19R (+EAEA)
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vyvolal o dve tretiny vyssi vytok K ako 25 nM L19R (+EAEA) (obr. 29). Pridanim
10 nM L19R k suspenzii buniek bola vyvolana viac ako tretinova odozva a po pridani
25 nM L19R viac ako dvojtretinova v porovnani s odpoved’ou po elicitacii 50 nM L19R
(obr. 30). Pre 811 je narast najvacsi pre 25 nM koncentraciu, mensi pre 50 nM
apre 10 nM je reakcia na tento elicitin priblizne Stvrtinova (obr. 31). Pre 5/6 je
zvy$ovanie koncentracie K’ iénov v extracelularnom prostredi od ¢asu 30 mintt
rovnaké pre 25 nM a 50 nM, v ¢ase 0 az 30 minut bolo pre 50 nM 5/6 intenzivnejsie,
10nM 5/6 vyvolava najmenej intenzivne — tretinové zvySenie (obr. 32). LTP

v akejkol'vek koncentracii vyvoldvalo minimalny narast koncentracie K ionov (obr. 23

a25).

2.8

g 5% 1 100 nM cry
= :'4 h 50 nM cry
N ——25nMcry
\ 22 /
O 401 —— 10 nM cry

1.3 kontrola

].fJ—-
1.4 -

1.2

1,0
0.8 -

I ! I T I ! I
0 10 20 30 40

¢as (min)
Obr. 27.: Casova zmena koncentracie K™ iénov v extracelularnom prostredi po elicitacii 100, 50, 25,

10 nM kryptogeinom.
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Obr. 28.: Zmena koncentracie K iénov v extracelularnom prostredi po elicitacii 50, 25, 10 nM X24

(+EAEA).
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Obr. 29.: Zmena koncentracie K iénov v extraceluldrnom prostredi v ¢ase po elicitacii 50, 25, 10 nM

L19R (+EAEA).
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Obr. 30.: Zmena koncentracie K iénov v extracelularnom prostredi v ¢ase po elicitacii 100, 50, 25, 10

nM L19R.

50 nM 8/11 (+EAEA)
25 nM 8/11 (+EAEA)
—— 10 nM 8/11 (+EAEA)
kontrola
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Obr. 31.: Zmena koncentricie K idénov v extracelulirnom prostredi v ¢ase po elicitacii 50, 25, 10 nM

8/11 (+EAEA).
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25 nM 5/6 (+EAEA)
— 10 nM 5/6 (+EAEA)
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Obr. 32.: Zmena koncentracie K™ iénov v extracelularnom prostredi v ¢ase po elicitcii 50, 25, 10 nM 5/6.

6.3. SLEDOVANIE ZMIEN KONCENTRACIE OXIDU DUSNATEHO
V BUNKACH PO ELICITACII S FLUORESCENCNOU SONDOU

Po pridani 50 nM kryptogeinu do suspenzie buniek som pozorovala
pod fluorescenénym mikroskopom narast fluorescencie DAF-5T v Case, v priebehu
150 minut (obr. 32). Ked’ sa do suspenzie pridal aj L-NMMA, inhibitor NOS, doslo
k poklesu intenzity fluorescencie, ¢o je dokaz toho, ze fluorescencia bola spdsobena
pritomnost'ou NO.

Zmenu koncentracie NO som sa pokusSala sledovat aj pomocou merania zmien
fluorescencie na dostickovom fluorimetri Perkin Elmer LS 50, ale metoda a pristroj

neboli dostatocne citlivé, zmena fluorescencie nebola pozorovatel'na.
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Obr. 32.: Bunky suspenzie tabaku pred elicitaciou inkubované s DAF-5DA, elicitované kryptogeinom
bez pridavku inhibitora (vpravo), spridavkom L-NMMA (vlavo), pozorované fluorescenénym
mikroskopom. Fotky boli nasledne upravené¢ v programe Origin, modra znazoriiuje najslabsiu
fluorescenciu, Cervena najsilnejsiu.
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6.4. MERANIE ZMIEN KONCENTRACIE OXIDU DUSNATEHO

PO ELICITACII GRIESSOVOU REAKCIOU
6.4.1. MERANIE ZMIEN KONCENTRACIE NO, PO ELICITACII

Pre kvantifikdciu mnozstva vytvorenych NO, po vyvolani obrannej reakcie som si
zostrojila kalibra¢nu priamku (obr. 33), ktorej jednotlivé body som ziskala zmeranim
absorbancie azofarbiva vzniknutého po pridani Griessovho ¢inidla zlozenym z kyseliny
sulfanilovej a a-naftylaminu do 0,1 — 10 uM roztoku NaNO,. Smernica kalibracnej

priamky je 0,0175 a R? = 0,9990.
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Obr. 33.: Kalibra¢na zavislost’ absorbancie na koncentracii NO,".

Stanovenia koncentracie NO, som realizovala kolorimetrickou metddou
s Griessovym c¢inidlom zlozenym z kyseliny sulfanilovej a o-naftylaminu, intenzitu
vzniknutého ruzového azofarbiva som merala spektrofotometrom pri A = 540 nm.
K elicitacii bunkovej suspenzie som pouzila kryptogein a MPOC rozpustené vo vode,
50, 25, 10, 5, 1 a 0,5 nM koncentracie. MPOC pouzité pre tieto merania neobsahovali
vo svojej Strukture signalnu sekvenciu EAEA na N-konci. Ako kontrolu som pouzila
¢istu suspenziu buniek bez pridavku elicitinov.

Najskor som do bunkovych suspenzii pridala 50 nM kryptogein a 50 nM kryptogein
so 150 uM L-NMMA, ocakévala som pokles mnozstva vytvorenych NO; v suspenzii

s pridavkom inhibitora oproti mnozstvu NO," v suspenzii, do ktorej sa ziadny inhibitor
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nepridal, ¢o sa potvrdilo (obr. 34) a z tohto pokusu mozno usudzovat’, ze NO," vznikéjua

z NO po elicitécii.
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Obr. 34.: Tvorba NO, v ¢ase po elicitacii 50 nM kryptogeinom a 50 nM kryptogeinom so 150 uM L-

NMMA.

Vysledky merani tvorby NO, v Case v zavislosti na pridanom elicitore a jeho

koncentracii si znazornené na nizSie uvedenych obrazkoch 35-43. Tvorba NO,

vyvolana jednotlivymi elicitinmi danej koncentracie v 50, 25 a 10 nM koncentracii bola

kvantitativne rovnaka v rdmci smerodatnych odchyliek merania (obr. 35-37).
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Obr. 35.: Vytvorené mnozstvo NO, v ¢ase po elicitacii roznymi 50 nM elicitinmi.
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Obr. 36.: Koncentracia NO, v ¢ase po elicitacii réznymi 25 nM elicitinmi.
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Obr. 37.: Vplyv réznych 10 nM elicitinov na tvorbu NO,".

Pre 50, 25 a 10 nM koncentracie urcitého elicitinu porovnavanych navzajom bola
tiez pozorovana rovnakd kvantitativna odozva vramci smerodatnych odchyliek
merania. Toto platilo pre vSetky pouzité elicitiny. Pre nizSie koncentracie elicitinov 5, 1
a 0,5 nM mnoZstvo vzniknutych NO, priamo umerne klesalo, prahova koncentracia
kryptogeinu vyvoldvajuca tvorbu stanovitelného mnozstva NO,™ je 0,5 nM (obr. 38),
pre ostatné mnou pouzivané elicitiny je 0,5 nM pre 5/6 (obr. 43), 1nM pre L19R
(obr.40) a 1-5 nM pre 5/6+R(obr. 41).
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Obr. 38.: Zavislost’ tvorby NO," v ¢ase na koncentracii kryptogeinu.
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Obr. 39.: Vplyv réznych koncentracii L19R na tvorbu NO, v Case.

66



4.0 o

35 -
3.0 - .
5. “/
& _
2 20 —e— 10nM LI9R
- 1 5nMLI9R
oS- o 1nMLI9R
J —<— kontrola
1.0 -
- Rl
B E—— e e
1 ¥ 1 » I % 1 ¥ I N
40 60 80 100 120
¢as (min)
Obr. 40.: Vplyv 1-10 nM L19R na tvorbu NO," v Case.
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Obr. 41.: Zavislost tvorby NO;" v ¢ase na koncentracii 5/6+R.
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Obr. 43.: Vplyv r6znych koncentracii 5/6 na tvorbu NO," v Case.

6.4.2. MERANIE ZMIEN KONCENTRACIE NO PO ELICITACII
Pre vyhodnocovanie koncentracie NO som pouzila kalibraéni priamku z ¢lanku
z &asopisu Methods in enzymology [45], jej smernica je 0,0131 a R* = 0,997.
Koncentraciu NO som stanovovala kolorimetrickou metddou s Griessovym ¢inidlom
zlozenym zo sulfanilamidu a N-(1-naftyl)etylendiamin dichloridu, intenzitu vzniknutého
oranzového azofarbiva som merala spektrofotometrom pri A = 496 nm. K elicitacii

bunkovej suspenzie som pouzila kryptogein a MPOC bez signélnej sekvencie EAEA
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na N-konci rozpustené vo vode, 50, 25, 10, 5, 1 a 0,5 nM koncentracie. Ako kontrolu

som pouzila ¢istll suspenziu buniek bez pridavku elicitinov.

Vysledky merani zmien koncentracie NO v Case v zavislosti na koncentracii

pridaného elicitora si znazornené na nizSie uvedenych obrazkoch 44-47. Pre vsetky

zmeran¢ elicitiny mi vyslo, Ze najvacsiu zmenu produkcie NO vyvolava dany elicitin

v1

0 nM koncentracii.

Vysledky ziskané touto metddou dokazuju, Ze po vyvolani obrannej reakcie

elicitinmi sa zvySi koncentracia NO anésledne zneho vznikaji NO,. Maximum

koncentracie NO som namerala v ¢ase 30 mintit od pridania elicitinu.
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Obr. 44.: Vplyv réznych koncentracii kryptogeinu na tvorbu NO v ¢ase.
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Obr.45.: Zavislost’ produkcie NO v ¢ase na koncentracii L19R.
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Obr. 46.: Vplyv réznych koncentracii 5/6 na tvorbu NO v case.
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Obr. 47.: Vplyv 1-10 nM 5/6 na produkciu NO v case.
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DISKUSIA

Na zaklade postupne ziskavanych poznatkov sa snazime v naSom laboratériu najst’
alebo pripravit’ riadenou mutagenézou vylepSeny rekombinantny proteinovy elicitor,
ktory by navodil ¢o najdlhSiu systémovu rezistenciu rastliny proti Sirokej Skale
patogénov bez ohrozenia jej d’alSicho Zivota a Grody. Boli pripravené mutantné proteiny
odvodené od kryptogeinu so zamenenymi aminokyselinovymi zvySkami, u ktorych sa
predpokladalo, ze ovplyvituji viazbu kryptogeinu so sterolmi [9]. Sledovali sa a sleduji
ich pozmenené schopnosti viazania sterolov, mastnych kyselin, spustenia syntézy
AOS [9], zmien pH [9], produkcie fytoalexinov [47] aich spdsobilost’ viazania sa
na vdzbové miesta — receptory na cytoplazmatickej membrane [48].

Mojou ulohou bolo zmerat zmenu koncentracie K iénov v extracelularnom
prostredi po elicitacii tabakovej suspenzie kryptogeinom a MPOC, dokazat' zvySent
tvorbu NO po aplikécii kryptogeinu a porovnat’ kvantitativne tvorbu NO po pridani
réznych koncentracii MPOC a kryptogeinu do suspenzie buniek atym prispiet’
k poznatkom ako mutdcia zasahuje do rozpoznania elicitoru rastlinou a ako sa meni
intenzita a sled jednotlivych krokov vyvolanej obrannej reakcie.

Tok K' i6nov do extracelularneho prostredia spolu s vtokom Ca*" a vytokom CI
ionov je sucastou kaskady obrannej reakcie tabakovych buniek vyvolanej
kryptogeinom. Sledovala som koncentraénu zavislost zmeny mnozstva K iénov
v extracelularnom prostredi spdsobentt kryptogeinom a porovnavala so zmenami
vyvolanymi MPOC.

Mnozstvo K' iénov v extracelularnom médiu sa menilo v zavislosti od pouZitého
elicitinu aiod jeho koncentracie. Zistila som, Ze najintenzivnejSiu reakciu buniek
tabaku po elicitacii, v podobe narastu koncentricie K™ iénov v extracelularnom
prostredi, spomedzi testovanych elicitinov spusta kryptogein (obr. 23-26). Z Casovej
zavislosti mnozstva prete¢enych K iénov do extracelularneho prostredia po posobeni
roznymi koncentraciami kryptogeinu je vidiet, Ze 50 nM koncentracia tohto elicitinu je
pre vyvolanie vytoku K" naju¢innejsia (obr. 27), po pridani 100 nM kryptogeinu nebola
pozorovana intenzivnejSia odpoved. Podla literatury d’al'Sie kryptogeinom vyvolané
odpovede, ako extracelularna alkalizacia, produkcia AOS a fytoalexinov, dosahuji
maximalnu intenzitu po elicitacii buniek prave 50 nM koncentraciou tohto
elicitinu [49], namerané vysleky dopiiaji a potvrdzuju publikované vysledky. Dalej

moje merania sthlasia s vysledkami ziskanymi Viardom [19], ktory udadva, ze zmena
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koncentracie K v extracelularnom prostredi sposobend kryptogeinom dosiahne
maximum po 30-40 minutéch.

Pre sledovanie zmien koncentracie NO bola predom vybratd fluorescencnd metdda
s permeabilnou sondou DAF-5DA. Diaminofluoresceiny su derivaty fluoresceinu ¢asto
pouzivané ako sondy pre NO [50]. V literature je uvadzané, ze diaminofluoresceiny
nereaguju v neutralnom roztoku s d’al§imi oxidovanymi formami NO ako NO,™ alebo
NOs', ani s d’al§Simi reaktivnymi zli€eninami ako O;", H,0,, ONOO" za tvorby
fluorescen¢ného produktu, taktiez Ze sa za fyziologickych podmienok triazolfluorescein
netvori v nepritomnosti NO [50].

Meranie koncentracie NO pomocou permeabilnej fluorescencnej sondy uz bolo
realizované  so suspenziou tabakovych buniek pouzitim flow cytometrie
a spektrofluorimetrie [37], a s epidermalnymi bunkami tabaku v spojeni s konfokéalnou
laserovou skenovacou mikroskopiou pre zobrazenie NO v redlnom c¢ase v zivych
rastlinnych bunkach [51]. Lamotte publikoval overenie ucinnosti tejto metody [37],
ktoré bolo prevedené inkubéaciou tabakovych buniek s DAF-2DA a nésledne s donorom
NO dietylamin-NONO4tom a meranim urovne relativnej fluorescencie v pravidelnych
intervaloch po dobu 5 hodin. Donor vyvolaval silny narast fluorescencie, ktory bol
inhibovany Specifickym NO vychytavacom cPTIO, ¢o dokazovalo, ze fluorescencia
bola spdsobena pritomnostou NO.

Metodu sledovania zmien koncentracie NO v ¢ase pomocou fluorescencnej sondy
som pouzila v spojeni s fluorescenénou mikroskopiou pre dokazanie zvysenej produkcie
NO po pridani kryptogeinu do suspenzie tabakovych buniek (obr. 32). Produkcia NO sa
prejavila superfluorescenciou DAF-5T. Obdobny narast fluorescencie po elicitacii
suspenzie kryptogeinom pozorovali Lamotte [37] a po elicitacii epidermalnych buniek
Foissner [51]. Po pouziti vychytavacov NO a inhibitorov  NOS spolu s elicitorom
sledovali pohasnutie NO-indukovanej fluorescencie, ¢o bolo vyslekom aj m6jho pokusu
po pridani inhibitora NOS L-NMMA spolu s kryptogeinom do suspenzie buniek
(obr. 32). Tento pokus preukazal, Ze zelena superfluorescencia bola naozaj zapri¢inena
reakciou sondy s NO.

Prakticky som pocas pokusu sledovala zmenu medzi zelenou fluorescenciou
na zaciatku a zelenou superfluorescenciou na konci pod fluorescenénym mikroskopom.
Preto som vysledky sledovania zmien koncentracie NO v podobe fotiek dalej
spracovavala v programe Origin, pseudokolorovala som ich na zéklade intenzity

fluorescencie, ¢o sa ale zle kvantifikuje. Dalej je zname, ze vysledok sledovania
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pod mikroskopom je ovplyvneny subjektivnym vyberom pozorovanych konkrétnych
buniek, ned4 sa naraz sledovat’ zmena intenzity celého preparatu. Kvoli lepSiemu a
presnejSiemu vyhodnocovaniu velkosti zmeny koncentracie NO sme hladali
modifikéaciu tejto metody alebo ini metddu, ktorti by som mohla pouzit’ k porovnaniu
produkcie NO po elicitacii suspenzie buniek r6znymi MPOC.

Na zdaklade posteru [52], ktorého obsahom bolo aj stanovenie produkcie NO
Griessovou metddou v extrakte pletiva zinfikovanych listov paradajky biotrofnou
parazitickou hubou Oidium neolycopersici, nasledne clanku o Griessovej metode
stanovenia NO,™ [46] a technickom buletine o Griessovom ¢inidle od firmy Sigma sme
sa rozhodli, Ze zmeriam zmenu koncentracie NO;, po elicitacii bunkovej suspenzie
kryptogeinom a nasledne kryptogeinom za pridania inhibitora NOS L-NMMA.
Predpokladali sme na zaklade literatry, Ze NO, vznikaji zNO naslednymi
reakciami [44].

Najskor som merala zmeny koncentrdcie NO; po elicitacii suspenzie v pufroch
s téznym pH, najoptimalnejSie vysledky som ziskala, ked” som bunky nachystané
na meranie umiestnila pocas elicitdcie a merania do pufru s pH 8. Predpokladala som
zvySenie mnozstva NO; ™ po elicitcii suspenzie kryptogeinom, ¢o sa potvrdilo (obr. 34).
Po pridani inhibitora NOS L-NMMA spolu s kryptogeinom som pozorovala pokles
mnozstva vytvorenych NO,™ v suspenzii oproti mnozstvu NO,™ v suspenzii, do ktorej sa
ziadny inhibitor nepridal (obr. 34). L-NMMA zainhiboval tvorbu NO po elicitacii
a zaroven doslo i k poklesu mnozstva vytvorenych NO;’, takze z toho mozno vyvodit,
ze predpoklad: NO, vznikaju z NO po elicitacii, bol spravny, podla literatiry je to
reakciami uvedenymi na obrazku 18.

Porovnévala som tvorbu NO;" sposobenu elicitdciou buniek kryptogeinom a MPOC
danej koncentracie navzajom a roznymi koncentraciami urcitého elicitinu. Prisla som
k vysledku, ze tvorba NO;" vyvolana jednotlivymi elicitinmi urcitej koncentracie v 50,
25 a 10 nM koncentracii bola kvantitativne rovnaka v ramci smerodatnych odchyliek
merania (obr. 35-37). Rovnaké tvrdenie, platiace pre vSetky elicitiny, je vysledkom
vzajomného porovnania 50, 25 a 10 nM koncentrécii vzdy jedného elicitinu (obr. 38,
39, 41 a42). Zvysledkov vyplyva, ze muticie v Struktire MPOC (zamenené
aminokyselinové zbytky v mieste uréenom pre védzbu sterolu) nemajii na tvorbu NO;’
ziadny vplyv pri 10, 25, 50 nM koncentraciach elicitinov. Pri merani s niz$imi
koncentraciami elicitinov 5 al nM mi vySlo, ze intenzita tvorby NO, je nizSia

po vyvolani obrannej reakcie L19R a 5/6+R ako po elicitacii buniek kryptogeinom
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a5/6. Je to dosledkom aminokyselinovej zameny, v proteine L19R je zamenena
hydrofébna aminokyselina za bazickl, apridania bazickej aminokyseliny
do mutantného proteinu 5/6+R.

V literature je uvedené, Ze rychlost NO produkcie pravdepodobne klesa na nulu
medzi 2. az 3. hodinou po expozicii kryptogeinom [37], Co je pozorovatel'né i v mojich
grafoch Casovej zavislosti zmeny koncentracie NO, v suspenzii. V ¢ase 120 mint
dochédzalo len k minimalnemu zvySeniu mnozstva NO,™ oproti uZ naakumulovanému.

Po néjdeni ¢lanku v ¢asopise Methods in enzymology sme zistili, ze aj priamo NO sa
da kvantifikovat’ spektrofotometricky Griessovou metddou, ale stanovenie musi byt’
prevedené za neutrdlneho pH, konkrétne 7,4 a vzniknuté sfarbenie zmerané pri inej
vlnovej dizke A = 496 nm. Meraniami som ziskala d’al§i dokaz nezavislou metodou, Ze
NO vznikd po elicitacii kryptogeinom a MPOC. Maximum produkcie NO je
v 30. minute a jej intenzita je rddovo rovnakd s nameranymi hodnotami koncentracie
vytvorenych NO,". Priebeh zavisloti tvorby NO v ¢ase po aplikacii elicitinu podporuje
vyrok o vzniku NO," z NO z ¢asového hl'adiska, najskor sa po nastartovani obrany tvori
NO a az potom NO;".

Vyhodnotenim zavislosti produkcie NO v ¢ase na koncentrécii elicitinu (50, 25,
10 nM) mi vyslo, ze najvacsiu zmenu produkcie NO vyvolava dany elicitin v 10 nM
koncentracii (obr. 44-46). Lisi sa to od vysledku, ktory som ziskala pri merani zmien
koncentracie NO," — pre 50, 25 a 10 nM koncentrécie elicitinu bola tvorba NO,
kvantitativne rovnakd v rdmci smerodatnych odchyliek merania. Na vysledok merania
zmeny produkcie NO méze mat’ vplyv oxidacny stav bunky a tym d’alSia odpoved
prebiehajica sucasne po vyvolani obrannej reakcie — tvorba AOS. Produkcia AOS je
zavisld na koncentrdcii elicitinu pouzitého k vyvolaniu obrannej reakcie.
Pre koncentracie 10, 25, 50 nM plati priama umernost’, so zvySujicou koncentraciou
pouzitého elicitinu je i tvorba AOS intenzivnejSia. AOS by mohli ni¢it’ vznikajuci NO
naslednymi reakciami s nim, napr. vznik ONOO'". Désledkom by mohlo byt, ze vd’aka
rozdielne intenzivnej tvorby AOS sa zda, ze najvacsiu produkciu NO vyvolava dany
elicitin v 10 nM koncentrécii, ale v skutocnosti vSetky koncentracie (10, 25, 50 nM)
vyvolavaju produkciu rovnakého mnozstva NO. Pre inhibiciu tvorby AOS sa pouziva
inhibitor difenyljodonium, ktory som vSak pri svojich meraniach nemohla pouzit,
pretoze blokuje aj NOS.

Ked som pridala k roztoku NaNO, mikromolarnej koncentracie 2. variant

Griessovho ¢inidla, ktorého pH je 7,4, nevytvorilo sa ziadne ani ruzové a ani oranZové
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sfarbenie. Po naslednom okyseleni doslo k vytvoreniu ruzového azofarbiva, ktoré je
zdkladom stanovenia Griessovou reakciou pri A =540 nm. Ztoho vyplyva, Zze
stanovenia NO a NO, st naozaj navzajom oddelené a tym selektivnym faktorom je pH,
ako to bolo i publikované v ¢asopise Methods in enzymology [45], kde je uvedené aj,
ze pritomnost’ NO,™ brani vzniku azokomplexu NO s ¢inidlom v 10 mM koncentracii.

V ramci dlhodobejsiecho ciel’a najdenia a pripravy elicitinu, ktory by navodzoval
v rastline ¢o najdlhSiu rezistenciu voci Sirokej Skéale patogénov bez nekrézy rastliny
a znizenia urody, z hladiska mnou meranych odpovedi, treba najst’ alebo pripravit’
elicitin ~ sposobujuci  ¢o  najintenzivnejSiu  produkciu NO  ataktiez ¢o
najrozsiahlejsiu alkalizaciu extracelularneho média. Alkalizacia je zapri¢inend hlavne
ginnostou antiporteru K'/H', prenasajuceho H' do intracelularneho prostredia a K
smerom von z bunky, takze by ten elicitin mal zapri¢ifiovat’ aj ¢o najvyssi vytok K'.
Z mnou testovanych elicitinov tieto kritéria najlepsie spiiia kryptogein. Ale bohuzial
kryptogein spusta i vel'mi intenzivnu produkciu H,O,, ktory sposobuje nekrozu rastliny

v mieste napadnutia, ¢iZe kryptogein pre nas nie je hladanym elicitinom.
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ZAVER

Zistila som, ze tok K" iénov do extracelularneho prostredia a produkcia NO pocas
obrannej reakcie naStartovanej elicitinmi s zavislé na koncentrécii i druhu pouzitého
elicitinu. Zmerala som zavislost zmeny koncentricie K’ iénov a produkcie NO
od koncentracie a druhu elicitinu po vyvolani obrannej reakcie.

Zistila som, Ze najintenzivnej§i narast koncentracie K™ iénov v extracelularnom
prostredi spomedzi testovanych elicitinov spusta kryptogein a 50 nM koncentracia tohto
elicitinu je pre vyvolanie odpovede najucinnejsia.

Dokézala som zvysen produkciu NO po vyvolani obrannej reakcie kryptogeinom
a MPOC v suspenzii tabakovych buniek nezavislymi metédami — meranim
s fluorescencnou sondou pre NO a Griessovou reakciou.

Potvrdila som, Ze NO,™ vznikaja z NO po elicitécii.

Zmerala som, ze maximum tvorby NO je v ¢ase 30 minut od pridania elicitinu.

Prisla som k vysledku, Ze tvorba NO;, vyvolana jednotlivymi elicitinmi urcitej
koncentracie v 50, 25 a 10nM koncentracii bola kvantitativne rovnaka v ramci
smerodatnych odchyliek merania. Rovnaké tvrdenie, platiace pre vsetky elicitiny, je
vysledkom vzdjomného porovnania 50, 25 a 10 nM koncentracii vzdy jedného elicitinu.

Vysledky dopliiaji predchadzajuce poznatky o tom, ako sa zmeni intenzita odpovedi
obrannej reakcie po elicitacii tabakovej bunkovej suspenzie kryptogeinom a mutatnymi

proteinmi od neho odvodenymi.
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Z0OZNAM SKRATIEK

AOS — aktivne formy kyslika

AtNOSI — hormondlne aktivovand NO syntaza

cPTIO — 2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetrametylimidazolin-3-oxid-1-oxyl
cry — kryptogein

DAF — diaminofluorescein

DHE — A>"?D2 ergostatetraen-3-B-ol dehydroergosterol
H4B — tetrahydrobiopterin

HEPES — N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N’-(2-etansulfonova kyselina)
Hsp — heat shock protein

iNOS — inducibilnd NO syntéza

IRP-1 — Zelezo regulujuci protein (iron regulatory protein)
ISE — i6novo-selektivna elektroda

L-NMMA — L- N°-monometylarginin monoacetat

LTP — lipid transfer protein

MES — kyselina 2-N-morfolinoetylsulfonova

MoCo — molybdénovy kofaktor

MPOC — mutantné proteiny odvodené od kryptogeinu
NEDD — N-(1-naftyl)etylendiamin dichlorid

Ni-NOR — nitrit: NO-reduktaza

NiR - nitritreduktéza

NOS - NO syntaza

NR — nitratreduktaza

PAL — fenylalaninamoniaklyaza

PCD — programovana bunkova smrt’

PR — ,,patogenesis-related protein

RYR - ryanodinovy receptor

SA — kyselina salicylova

SAR — systémova ziskana rezistencia

SCP — sterol carrier protein

SULF — sulfanilamid

TMYV - virus tabakovej mozaiky

XOR — xantinoxidoreduktaza
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