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Abstrakt

Proteiny teplotni Soku (HSP) hraji hlavni ulohu v ochrané bunéénych proteinti, funguji jako
chaperony, zamezuji agregaci casteCn¢ poskozenych molekul, pomahaji proteinu pti
opétovném sbaleni, opraveni a vytvoreni spravné trojrozmérné struktury. K jejich syntéze
dochazi zejména béhem stresového stavu bunky nebo celé rostliny. Biotické formy stresu
indukuji expresi proteinli souvisejicich s patogenezi (PR), které se casto vyznacuji

enzymovou aktivitou, jedna se naptiklad o glukanasy, chitinasy a peroxidasy.

V této praci byl sledovan vliv infekce houbovymi patogeny Alternaria brassicicola a
Verticillium longisporum na obsah HSP70, HSP90 a PR-1, PR-2, PR-3 v rostlindch rajcete
jedlého (Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom) a fepky olejné (Brassica napus subsp.
oleifera). Semena téchto rostlin byla oSetiena kmeny oomycety Pythium oligandrum, ktera
patii mezi unikatni a komeréné dostupné prostredky biologické ochrany rostlin. HSP a PR

proteiny byly detekovany imunochemicky na nitrocelulosové membrang.

Imunochemicka analyza prokazala interakci primarnich protildtek proti HSP70 a HSP9O0 1
s proteiny o niz§ich relativnich molekulovych hmotnostech. Infekce Alternaria brassicicola
a Verticillium longisporum zvysila zastoupeni zejména proteinii o velikosti 33 kDa —43 kDa.

Osetfeni semen izolaty Pythium oligandrum mélo vyznamny vliv na obsah HSP proteint.

Zastoupeni PR-1 proteinli bylo ve vSech experimentalnich skupinach rostlin na prahu
detekovatelnosti. Infekce patogenem Alternaria brassicicola vyznamné zvysila zastoupeni

PR-2 v rostlinach fepky a PR-3 v rajceti v porovnani s Vercillium longisporum.

Tato prace byla vytvofena v ramci projektu TACR TJ01000451.

Kli¢ova slova

Proteiny teplotniho Soku, houbova infekce, Alternaria brassicicola, Verticillium

longisporum



Abstract

Heat shock proteins (HSPs) play a major role in protecting cellular proteins, acting as
chaperones, preventing aggregation of partially damaged molecules, and help the protein
repack, repair and create its right three-dimensional structure. Their synthesis occurs
mainly during the stress state of the cell or the whole plant. Biotic forms of stress induce
the expression of pathogenesis-related proteins (PRs), which are often characterized by

enzyme activity, such as glucanases, chitinases and peroxidases.

In this work, the effect of infection with fungal pathogens Alternaria brassicicola and
Verticillium longisporum on the content of HSP70, HSP90 and PR-1, PR-2, PR-3 was
followed in the tomato plants (Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom) and rapeseed
plants (Brassica napus subsp. oleifera). The seeds were treated with isolates of oomycete
Pythium oligandrum, which is one of the unique and commercially available biological
control agents. HSPs and PRs proteins were detected immunochemically on a

nitrocellulose membrane.

Immunochemical analysis showed the interaction of primary antibodies against HSP70 and
HSP90 with low relative molecular weight proteins. Infection with Alternaria brassicicola
and Verticillium longisporum increased the representation of 33 kDa - 43 kDa proteins.
Seed treatment with Pythium oligandrum isolates had a significant effect on the HSPs

content.

The amount of PR-1 proteins was on the threshold of detectability in all experimental
groups of plants. Infection with Alternaria brassicicola pathogen significantly increased
the PR-2 content in rapeseed plants and PR-3 in tomatoes compared to Vericillium

longisporum.

This work was created within the project TACR TJ01000451.
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Seznam pouZzitach zkratek

ADP

ATP
BCIP
BiP
BSA
CBD
DNA
DTT
HSF
HSP
NADP+
NBT
PR protein
PSII
PVP
RNA
SDS

SDS-PAGE

TEMED

adenosindifosfat

peroxodisiran amonny

adenosintrifosfat

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat

protein vazajici imunoglobulin (z angl. Binding imunoglobulin protein)
hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine serum albumine)

doména vazajici chitin (z angl. Chitin-binding domain)
deoxyribonukleova kyselina

dithiothreitol

transkrip¢ni faktor teplotniho Soku (z angl. Heat-shock transcription factor)
proteiny teplotniho Soku (z angl. Heat-shock proteins)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovany)

Nitroblue tetrazolium chlorid

protein souvisejici s patogenezi (z angl. Pathogenesis-related proteins)
fotosystém II

polyvinylpyrrolidonu

ribonukleovy kyselina

dodecylsulfat sodny (z angl. Sodium dodecylsulphate)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (z angl. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

N,N,N’,N’- tetramethylethylendiamin
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1. Uvod

1.1. Proteiny teplotniho Soku HSP

Pfi obran¢ bunék pted biotickym, nebo abiotickym stresem, je velmi diilezité zachovani
puvodni struktury a tedy i aktivity proteinti, zamezeni agregace denaturovanych nebo
caste¢né denaturovanych proteinti a také ochrana DNA. Hlavni ulohou v ochrané bunéénych
proteinil hraje skupina proteinti teplotniho Soku (z angl. heat-shock protein, HSP), které jsou
syntetizovany béhem stresového stavu buiniky nebo celé rostliny. HSP sehrdvaji roli
chaperoni, které zamezuji nascentnim proteiniim agregaci pti sbalovani nebo pfi presunu do

1,2

jinych bunéénych kompartmentii Také ale zamezuji agregaci pouze castecné

poskozenych molekul, kdy proteinu pomahaji pfi opétovném opraveni struktury 2.

Néazev proteinlt HSP neni jiZ pfesny, nybrz historicky. HSP byly ndhodné poprvé objeveny
pii studovani larev Drosophila melanogaster, kde pii mirn¢€ zvysené teplot€ inkubace larev,
byla zjisténa zvysend transkripéni aktivita uréitého genu neznamého proteinu 3. Tento jev
byl pozd¢ji nazvan ,,odpoveéd’ na teplotni Sok* (z angl. heat-shock response) a nasledné
objevené skupiny proteinti byly podle toho také nazvany HSP “. Podobny jev a podobné
proteiny souvisejici se zvySenou teplotou, byly pozd¢ji evidovany u vSech eukaryotickych 1
prokaryotickych bunék > véetné rostlinné fise, kde ptitomnost HSP byla pozorovana jiz pfi

kli¢eni semene pfi stresovych podminkach 7%,

HSP patti do skupiny proteinii oznaCovanych jako molekularni chaperony. Chaperony
obecné jsou proteiny, které pomahaji nové syntetizovanym polypeptidovym fetézciim
k jejich sbaleni do nativni konformace. Chaperony, jako i ur¢ité HSP, se vazi na specifické
oblasti polypeptidového fetézce, ¢imz zabraiiuji pred¢asnému sbaleni do nespravné struktury
nebo agregaci peptidového fetézce, ale také asistuji pii pfesunu peptidového fetézce do
jinych bunéénych kompartmentii, kde se nasledné sbali do nativni konformace °!°,
Chaperony HSP spolupracuji s jejich ko-chaperonovymi proteiny, které reguluji aktivitu, pfi

syntéze podjednotek velkych proteini a také skladéani findlnich oligomernich proteinti '

Cela rodina HSP se nachazi ve vSech vétSich kompartmentech butiky jako jsou chloroplasty,

mitochondrie, endoplasmatické retikulum a p¥irozené také v cytosolu !, Za vytvoieni 3D
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struktury proteind, jsou v bunikach zodpovédné dva typy proteinii: foldasy nebo jiz zminéné
molekuldrni chaperony HSP. Foldasy, senzymovou aktivitou, katalyzuji zménu
disulfidickych vazeb a izomerizaci vazeb kolem aminokyselinovych zbytkt prolinu *, zato
HSP participuji pii celé skale procest zZivota proteinti od translace mRNA, elongace fetézce,
az po maturaci a degradaci proteintl, a to ve viech bunéénych kompartmentech . HSP také

hraji roli i pii transkripci a mnoha posttransla¢nich modifikacich .

Exprese proteinit HSP je regulovana transkripénimi faktory (z angl. heat-shock transcription
factor, HSF), pficemz existuji tfi mechanismy, kterymi mize byt exprese indukovana:
1) pfimo stresovym faktorem; ii) reakci s denaturovanym proteinem nebo fragmentem
proteinu; iii) zménou fluidity membrany kvili vyssi teploté nebo jinému abiotickému
stresu '. HSF reguluji promotor genu daného HSP, kde se vaZou na cis-elementy '°. HSF se

déli do trech skupin, a to HSFA, HSFB a HSFC, kde se dale déli podle jejich funkce.

Stress sensing Inhibitory
and HSF1 protein
activation N dissociation (

:}"
Stress —» —_— @
%olded HSF1 ’

protein (inactive) C

Oligomerization and
nuclear retention

Inhibitory
chaperone
re-association

Synthesis/
recycling

Cofactor
recruitment

Proteasome

(active)
Degradation

DNA dissociation and
HSF1 inactivation
Nucleus

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Cytoplasm

Obr. €. 1 — Cyklus aktivace HSFA: Neaktivni HSFA jsou udrZzovany v klidovém stavu ve vazbé s HSP90, nebo i jinymi
HSP ¢&i chaperoniny, jako je TCP komplex (TRiC). Po zaznamenani stresu, se HSFA aktivuje, coZ zptsobuje disociaci
HSFA od HSP a naslednou trimerizaci v jadfe buniky. HSFA je upravena posttranslacnimi modifikacemi (PTMs), které
podporuji vazbu na DNA a transkripci genll urenych presnymi kofaktory. HSFA je nasledné opét posttranslaéné

modifikovén, co zplsobuje disociaci od DNA, inaktivaci HSFA a jejich naslednou degradaci '°.
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Naptiklad HSFA reguluji v cytosolu cyklus aktivace HSP, ktery je zobrazen na Obr. €. 1, na
predeslé strané. V klidovém stavu, se HSFA vyskytuje jako neaktivni monomer, ktery je
regulovan HSP90 7. Do aktivni, trimerni, formy se HSFA dostava po disociaci HSP90.
Vytvofend homo-trimerni forma je néasledné schopna vazby na cis-elementy promotoru,
pfi¢emZ se startuje transkripce a finalng i syntéza HSP !8. Fosforylace serinovych a
threoninovych zbytkl, vyvolava hyperfosforylaci homo-trimeru, co zplsobuje zvySeni
zivotnosti trimerni formy. HSF je tedy regulovan kinasami a fosfatasami, ale také byla
zjisténa regulace acetylasami, kde acetylace urychluje vazbu HSF na cis-promotor '®!°,
Vlivem stresu dochazi k reakei riznych HSFA, které vytvari velmi efektivni oligomer, ktery
krom¢ regulace HSP reguluje i syntézu ochrannych enzymi jako jsou glutathion-S-

transferasa, glutathionreduktasa, superoxiddismutasa a rtizné peroxidasy a katalasy 2%2!.

Dalsi stresy, pii kterych se zvySuje koncentrace HSP, jsou nizké teploty, sucho, vysoka
koncentrace soli, minerali a t€zkych kovil, oxidativnim stresu, zvySené koncentraci volnych
radikal a i pfi silném UV zafeni '*14222% HSP proteiny se v butikdch nachézeji vice méné
neustale, ale miZeme pozorovat vyssi koncentrace pii riiznych typech stresu a 1 pfi riznych
fazich bunééného cyklu 2°. Mezi biologické stresy, které zvysuji kocentraci HSP protein,
se fadi 1 oomyceta Pythium oligandrum, ktera se fadi mezi mykoparaziticky rod Pythium.
P. oligandrum pronikd do rostlinnych bunék ¢im spousti obrannou odpoveéd, ale
nespusobuje jim zadnou Skodu. Oomycety P. oligandrum obsahuji mnoho rGznych
povrchovych proteinii reprezentujici vice Clentt rodu Pythium, ¢im iniciuji rostlinnou

obrannou odpoved’ .

Pivodné se HSP dé¢lily podle relativni molekulové hmotnosti, a to do péti skupin: HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60 a malé¢ HSP, u kterych se jejich relativni molekulova hmotnost
pohybuje v rozmezi od 15 do 45 kDa a tvofi ji vice nez 20 réiznych proteinti 2°. Nyni se jiZ
déli podle strukturni homologie. Vétsi proteiny HSP104, HSP70 a HSP40 se vyskytuji
primarné ve vys$Sich koncentracich pii replikaci DNA spolu s HSP90, ktery se také objevuje
pfitranskrip¢nich a posttranskripénich procesech. HSP70 a HSP90 dale hraji roli pii bunééné
morfogenezi a dimorfismu. Pfiteplotnim stresu hraji ilohu HSP104, HSP90, HSP60, HSP30
a HSP10, pficemZ na nizké teploty primarné reaguje HSP12. Dale HSP90, HSP70 a HSP30
reaguji na pH stres a HSP60 na osmoticky stres. Pii vyS$§im atmosférickém tlaku lze

pozorovat v listech vyssi koncentraci HSP104%9,



1.1.1. HSP70

1.1.1.1. Vyskyt a iniciace

Skupina rostlinnych HSP70 patii mezi nejvice prostudovanou skupinu HSP proteinti. Jsou
to vysoce konzervované proteiny s vysokou sekvencni shodou mezi v§emi organismy, od
mikroorganismil, az po sav¢i buiiky. HSP70 jsou pfitomny ve vSech vétSich bunénych
kompartmentech 2, ale také se nachizeji v glyoxysomech a proteinovych téliskach 2.
Urcit¢ HSP70 (tzv. konstitutivni), jsou pfitomny po celou dobu Zivota bunék a jsou
udrzovany v urcité koncentraci, pak jsou tu 1 jiné HSP70, indukovatelné, které se syntetizuji

aZ po iniciaci uréitym stresem 2’

Predpoklada se rozdilnost funkci jednotlivych proteinit HSP70, podle jejich umisténi
v bunce. HSP70, které¢ jsou lokalizovany v riznych kompartmentech, se li§i molekulovou
hmotnosti, ikdyz maji stejnou funkci >*. Obecné, hlavni funkci HSP70 je asistence pfi
importu, translokaci a degradaci protein nebo prekurzorti proteini. Chloroplastové HSP70
také odpovidaji na intenzivni svétlo, kdyz maji za ukol stabilizovat PSII. Pfi intenzivnim
zéteni dochazi ke vzniku kyslikovych radikali a nasledné¢ k poSkozeni chlorofyli a
proteinti D1 fotosystému II, a dochazi tedy k fotoinhibici 2. HSP70 endoplasmatického
retikula, a také cytoplasmatické, se ucastni stabilizace ribozomt a skladani proteini do
celki, pficemz cytoplasmatické se dale Gcastni pii translokaci nesbalenych proteini mezi

jednotlivymi buiikami pres plazmodezmy %°.

1.1.1.2. Struktura

Proteiny HSP70 se skladaji ze dvou funkénich domén. Prvni, N-termindlni doména, o
velikosti ptiblizné ~40 kDa, s ATP-asovou aktivitou, vaze ATP a ionty Mg®" a K*. Jeji
koncova sekvence se 1isi u viech HSP70 podle lokalizace v buiice *°32. Druhd doména, tzv.

doména vézajici substrat, o piiblizné velikosti ~30 kDa, vadze polypeptidové tétézce.
8
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C-termindlni ¢ast, u cytoplasmatickych HSP70 je zodpovédna za vazbu s ko-chaperonovym

HSP40 pii proteosyntéze 332,

ATP-asova doména v 3D struktuie ma podobu pismene U, kde v dutin€ je vazebné misto
pro komplex Mg**-ATP-2K". Krajni vrcholy domény jsou schopny pohybu v zavislosti na
hydrolyze ATP, ¢imz dojde ke zméné& konformace proteinu **. Doména vézajici protein
vytvari prostor pro vazbu polypeptidového fetézce. Tento prostor se otevird a zavira
v z4vislosti na konformaci ATP-asové domény ***. Hydrolyzou ATP se mé&ni konformace
HSP70, kde nova konformace mé vétsi afinitu pro polypeptidovy fetézec, a doména vazajici

protein uzavira vdzany protein uvnitf, jako je vidét na Obr. &. 2 3%,

A

ADP-HSP70

ATP-HSP70

Obr. ¢. 2 — Konformaéni zména HSP70 pii hydrolyze vazaného ATP: (A) — zobrazuje konformaci s vysokou afinitou
po hydrolyze ATP s navazanym proteinem. (B) — zobrazuje proteinovou konformaci s nizkou afinitou pro cilovy protein.
Tmave zelené je znazornéna N-terminalni doména, svétlé zelené je znazornéna C-terminalni doména s flexibilni koncovou

sekvenci 3°.

1.1.1.3. Reakce v bunkach

Rodinu HSP70 v rostlinné 181 tvofi mnoho proteint. Naptiklad u Arabidopsis thaliana je 18
genil pro rizné HSP70. Z toho 3 geny kdduji chloroplastové HSP70, 2 geny mitochondrialni
a 3 geny HSP70 endoplasmatického retikula 3’

Vétsina proteind HSP70 se ucastni pfi pfesunu nové syntetizovanych proteinll, nebo jiz

existujicich proteinti, do bun&¢nych kompartmentt >’. Aby se jiz sbalené proteiny mohly



presouvat mezi jednotlivymi kompartmenty, museji se ¢aste¢né rozbalit, a to pomoci HSP70.
HSP70 se primarné¢ vazou na hydrofobni aminokyselinové postranni fetézce pro zamezeni
agregace '°. Na druhé strané membrany jsou pienesené proteiny op&tovné komplexovany
s novymi HSP70, které jim pomahaji k opétovnému sbaleni. Vét§ina mitochondridlnich a

plastidovych HSP70 hraje roli ve vychytavani protein{i pfenesenych pies membranu 3%,

Kromé ptesunu proteint pies membranu se HSP70B, které¢ se nachazeji hlavné ve stromatu,
ucastni ochrany PSII pfiriznych stresech. Pfedevsim ochraiiuji proteiny D1 a CP43, na které
je pri, silné intenzité svétla vyvijen silny reakéni tlak. Také dalsi proteiny chloroplastt, jako
cytochrom-be/f, ferredoxin nebo NADP'-ferredoxin oxidoreduktasa, reaguji pfi stresu

s HSP70B 4,

Druhy mitochondridlni HSP70, mtHSP70, se ucastni membranové stabilizace béhem
pusobeni rtznych typa stresu, pii kterych mize dojit k ndhle zméné membranového

potencialu a moznému rozpadu membrany *'.

skaldaci
nativoi meziprodukt
konformace \
E% Hsp70

interakce s /

Jinymi

chaperony ADP ‘

3)

nové vznikly
polypeptidovy
fetézec

(O]

@
%)
Q-

Obr. &. 3 - Cyklus vazby a uvolnéni substratu: V 1. kroku nové syntetizovany polypeptidovy fetézec interaguje s HSP40
a nasledné se komplexuje s aktivnim ATP-HSP70. 2. Interakce s HSP40 spousti hydrolyzu ATP a vytvaii se uzaviena
forma. 3. Uvolnéni ADP je katalyzované faktorem vymény nukleotidd (nucleotide exchange factor —NEF)
a znovunavazany ATP spousti uvolnéni polypeptidového fetézce pro jeho nasledné sloZeni nebo posunuti dal§im HSP pro

transport do potiebného mista *°.
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HSP70, zodpovédné za proteosyntézu, tvoii komplex s cylindrickym chaperoninem HSP40
za ucasti ATP. Tento komplex je napojen pfimo na ribozom a nové vznikly protein je ihned
po syntéze komplexovan s podjednotku HSP70 vézajici protein *°. Aktivita a funkce HSP70
je sice ovlivitovana HSP40, ale HSP70 mohou fungovat i samostatné **. Cyklus vytvareni

komplexu je zobrazen na obr. €. 3 na predesl¢ strané.

V endoplasmatickém retikulu se HSP70, jako naptiklad BiP (z angl. binding
immunoglobulin protein), primarn¢ ucastni syntézy proteini. Pomahaji sbalovani a skladani
proteini az do kvarternich struktur. Dale se ucastni degradace nebo opravy proteini

oznadenych pro likvidaci, chybné sbalenych nebo denaturovanych proteinti 4327

Obrana pted riiznymi typy stresu je potiebna 1 v jadie buiiky. Jaderny NtHSP70-1 se podili
na ochrané DNA pied poskozenim riznymi abiotickymi stresy stabilizaci jadernych

proteinti *4.

1.1.2. HSP90

1.1.2.1. Vyskyt a iniciace

V rostlinach Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 7 proteinti patfici do rodiny HSP90.
Vyskytuji se ve velkém mnoZzstvi primarné v cytoplasme, kde tuto rodinu zastupuje vice
druhi HSP90, a to s oznacenim AtHSP90-1 az 4. Ve zbylych kompartmentech se HSP90
vyskytuji v menSim poctu. V plastidech jako AtHSP90-5, v mitochondriich AtHSP90-6 a
AtHSP90-7 v endoplasmatickém retikulu #°.

HSP90 jsou jesté vice konzervované proteiny nez mens$i HSP70. V ramci eukaryotnich
organismil maji 63-71% homologii a mezi rostlinami 88-93% homologii *¢. Jsou to proteiny
specializované pro skladani proteinli do jejich spravnych konformaci a jejich aktivaci,
primarné proteinli signalnich drah a bunéného cyklu. Mnohé z HSP90 jsou v burice

syntetizovany konstitutivng. V zavislosti na funkci danych HSP90 je patrna zvySena
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koncentrace HSP90 v riiznych fazich bunééného cyklu. Rostliny si také koéduji ko-chaperony

pro HSP90, které asistuji HSP90 pii komplikovanéjsich reakcich +°.

1.1.2.2. Struktura

HSP90 maji vysoce konzervované N- i C- terminalni sekvence, které jsou spojeny sekvenci
rizné délky zavisejici na jejich misté plsobeni *’. Naptiklad vSechny cytoplasmatické
HSP90 obsahuji motiv Lys-Glu-Ile-Ser-Asp-Asp-Glu, kam se specificky vaze
kasein-kinasa II #°. Stejné jako HSP70, také HSP90 se sklada ze dvou domén, které vytvaii
strukturu v priméru o velikosti 90 kDa **. Jedn4 se o N-terminalni doménu, s ATP-asovou
aktivitou a C-termidlni doménu s vysokym poctem zbytkl glutamatt, které udéluji celkovy
negativni naboj *°. Na C-terminalni ¢asti byly nalezeny dva tseky se specifickymi
sekvencemi, které obsahuji stiidavé zaporné a kladné nabité aminokyseliny, a to Glu, alebo
Asp, a Lys, kde se dvojice aminokyselin mnohokrat opakuje *°. Tyto dva tseky umoznuji
HSP90 vazat dva polypeptidové fetézce, coz umoznuje jejich kombinaci pti skladani *°.
Velmi podobné jako u HSP70, N-terminalni doména vazajici ATP je zodpovédna za zménu
konformace celého proteinu. Zména probihd po hydrolyze ATP, kde ADP komplex, s vétsi

afinitou k cilovym postrannim fetézcim proteinti, zpusobuje zménu konformace N-

51,52

terminalni domény a tedy i celého proteinu

Obr. & 4 — Struktura dimeru HSP90: (A) — Zobrazuje neaktivni dimerni formu spojenou na C-terminalnim konci (C).
Stfedni usek (M) je volny a nezatoCeny. N-terminalni (N) konec ma otevienou strukturu pfipravenou na vazbu ATP.

(B) — HSP90 jsou v dimerni formé& na obou terminalnich koncich a stfedni useky (M) jsou zatodeny 3.
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Kromé sekvenci pro vazbu polypeptidl, obsahuje C-terminalni doména na konci specifickou
sekvenci zpusobujici dimerizaci dvou HSP90, nebo vazbu kalmodulinu nebo jiného

substratu %,

Cytoplasmatické HSP90 jsou charakteristické¢ stejnou sekvenci na
C-terminalnim konci: Met-Glu-Glu-Val-Asp, kterou zbylé HSP90 postradaji *°. Jsou mezi
sebou sekvencné velmi podobné. AtHSP90-2, 3 a 4 jsou z 96% identické a lze predpokladat

i podobnou bun&énou funkci *°.

1.1.2.3. Reakce v bunkach

Lid
¢ &8 &
Linker

\ )
\Q.

B. ATP-bound
Lid open

, 2R
g

)

Hop, Cdc37 \-gg

)> L C. ATP-bound
/ Lid closed

L

E. Closed and
Twisted

D. Closed

Obr. ¢. 5 — ATP-asovy cyklus HSP90: (A) zobrazuje dimerizovanou konformaci na C-terminalnim konci, bez navazané
ATP. Po vazbé ATP (B) se méni konformace N-terminalni domény s ATP uzamknutou uvnitf (C). Nésleduje dimerizace

na N-terminalnim konci (D) a naslednou stoceni struktury (E) .
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HSP90 se ucastni, stejné¢ jako 1 HSP70, skladani proteint. Na rozdil od HSP70 se HSP90
primarné¢ ucastni aktivace proteind, avSak hlavni tlohou HSP90 je skladani a kontrola
signalnich a receptorovych proteintl, jako jsou steroidni receptory, tyrosin kinasy a proteiny
bunééného cyklu 7. HSP90 dale asistuji pfi prepravé proteindi do kompartmentii, kdy

8

proteiny ochrafuji béhem cesty %, ale také se objevuji ve stresovych podminkach kviili

R-proteiniim a p¥i DNA methylaci RNA-fizenou reakei >,

Predpoklada se tedy, ze hlavni funkci HSP90 je stabilizace proteinl, nebo presnéji
polypeptidl, bunécného cyklu a udrZzovani v nefunkéni konformaci, az do chvile, kdy jsou
na spravném mist¢ jejich ucinku, nebo je sprana faze bunécného cyklu. Taky se predpoklada,

7e HSP90 jsou zodpovédné za poskladani danych polypeptidli do aktivnich forem ¢!

Funkéni strukturou HSP90 je dimerni forma. Bez navazaného ATP ma vazebné misto na
konci C-termindlni domény vysokou afinitu k druhému HSP90 a vytvaii dimer.
N-terminalni domény, s volnymi vazebnymi misty pro ATP a s nizkou afinitou pro proteiny,
vazou molekuly ATP. Vazbou ATP se méni konformace N-terminalnich domén, co
zpusobuje uzavieni vazebného mista uvnitt proteinu a umoznéni dimerizace N-terminalnich
domén. HSP90-dimer je timto aktivni a vaze polypeptid s flexibilnim stiedem Ccasti
C-terminalni domény s naslednym sto¢enim do spiraly. Po hydrolyze ATP se HSP90-dimer

rozpada ®. Tento cyklus HSP90 je zobrazen na piedeslé stran& na Obr. ¢&. 5.

14



1.2. Proteiny souvisejici s patogenezi

Proteiny souvisejici s patogenezi (z angl. pathogenesis-related proteins, PR proteiny), byly
poprvé nalezeny virology v rostlindch tabaku pii hypersenzitivni reakci listii infikovanych
virem tabdkové mozaiky 7®. Prvotné bylo v rostlinich tabdku identifikovdno pét hlavnich
skupin PR proteinti, a to PR-1, PR-2, PR-3, PR-4 a PR-5 7. Pozdgji byla stanovena pravidla
nomenklatury pro vytvoreni skupin PR proteinti se stejnym chovanim. Skupiny se lisi
riznymi kritérii, jako jsou: molekularni, biochemické, serologické a jiné biologické nebo
enzymatické aktivity. Aby protein mohl byt zafazen mezi PR proteiny, musi se vyskytovat
na urcité hladin€ i1 za normalnich podminek a na vyrazn€ zvySené hladiné pii nakaze
patogenem, pricemz toto musi byt potvrzeno u vice rostlinnych druhii. Podle pravidel byly
PR proteiny zatazeny do 17 skupin, primarné zaloZenych na jejich sekvencich a enzymovych

aktivitach 3081,

Tab. ¢. 1 — Tabulka popisuje funkeci jednotlivych PR proteinti a organizmus ve kterém byl
dany PR protein poprvé nalezen .

PR protein funkce zdroj
PR-1 Antifungalni Nicotina tabacum®
PR-2 B-1,3-glukanasa Nicotina tabacum®
PR-3 L I, IV, V, VI, VII Chitinasy Nicotina tabacum®
PR-4 L, 1T Chitinasy Nicotina tabacum®
PR-5 Proteiny podobné Thaumatinu Nicotina tabacum®
PR-6 Inhibitor proteas Solanum lycopersicum®
PR-7 Endoproteasa Solanum lycopersicum®’
PR-8 III Chitinasa Cucumis sativus®
PR-9 Peroxidasa Nicotina tabacum®
PR-10 Proteiny podobné ribonukleasam Petroselinum crispum’®
PR-11 I Chitinasa Nicotina tabacum’
PR-12 Defensin Raphanus raphanistrum’
PR-13 Thionin Arabidopsis thaliana”
PR-14 Proteiny transferujici lipidy Hordeum Vulgare™
PR-15 Oxalat oxidasa Hordeum Vulgare™
PR-16 Oxidasa Hordeum Vulgare
PR-17 Antifungalni a antiviralni Nicotina tabacum

PR proteiny jsou nizkomolekularni proteiny (6-43 kDa), které jsou stabilni pfi nizkém pH,

vysoké teploté a které jsou také velmi rezistentni vic¢i proteasam. Jsou piitomny hlavné v
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primarni a sekundarni bunééné sténé. PR proteiny se vyskytuji ve vSech rostlinnych ¢astech,
ale nejhojné&ji se vyskytuji v listech, kde ptedstavuji 5-10% z celkovych listovych proteinti
82 PR proteiny prekypuji rozmanitosti v enzymové aktivité. Patii sem: B-1,3-glukanasa
(PR-2), chitinasy (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11), inhibitory proteas (PR-6), peroxidasa (PR-9),
defensin (PR-12), thionin (PR-13) a jiné. Mizeme je dale d¢lit i podle jejich acidity. Kyselé
PR proteiny jsou prevazné vétsi a vyskytuji se v intercelularnich prostorech. Na rozdil mensi
zésadité proteiny, se vyskytuji v organelach a to pfevazné ve vakuole 3. Funkce PR proteinii

a rostliny, ve kterych byly nalezeny, jsou sepsané v tab. ¢. 1 na predesI¢ strang.

Nazev ,proteiny souvisejici s patogenezi popisuje skupinu proteinti vyvolanych
v rostlinach jako odpovéd’ na interakci s houbami, oomycetami, bakteriemi, viry a viroidy,
a také na poranéni listli a reakci s chemikaliemi, které napodobuji u¢inek patogenti, a
rostlinnymi hormony, jako je napfiklad ethylen. Syntéza PR proteinid je startovana aZ po
nékolika hodinach od infekce, nebo od interakce s patogenem 4. Mnohé studie ukézaly, Ze

PR proteiny jsou pak syntetizovany ve velkém jako reakce jak na bioticky, tak i na abioticky

il oge " Necrotraphic pathogen
4 |

/ SA mediated activation JA mediated activation \

- -
Cytoplasm N .
i
¥

stres ©.

nucleus

PR3
PR4
PR12

sar_| > R
\ /
~—

Obr. &. 6 — Rostlinné signalni kaskady po biotrofni nebo nekrotrofni infekci: Interakce s biotrofnim nebo nekrotrofnim

\

patogenem startuje signalizaéni kaskadu SA, kyseliny salicylové, nebo JA, kyseliny jasmonové. Akumulace téchto
defenzivnich hormonti aktivuje geny skupin PR proteini pomoci transkripénich faktorG uréenych pro specifickou
signalizaéni kaskadu. Akumulace SA taky vede k aktivaci SAR, systémové ziskané rezistence, co aktivuje obranné reakce

v celé rostling. LAR, zna¢i pro lokalni ziskanou rezistenci .
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Indukce PR proteinti je tedy spusténa piimo patogeny a také i signdlnimi molekulami
souvisejicimi s obranou (z angl. defense-related signaling molecules). Tyto signaly jsou
zachyceny specidlnimi membranovymi receptory rozezndvajicimi molekuldrni vzory
(z angl. pattern recognition receptors), které spousti kaskadu obrannych reakei, koncici u
syntézy PR proteinii. Obecné se patogeny déli na biotrofni a nekrotrofni. Biotrofni patogeny
aktivuji kaskadu reakci pomoci kyseliny salicylové. Tyto reakce spoustéji transkripci
NPR-1 genu, ktery spousti syntézu skupiny PR proteind kyseliny salicylové, a to PR-1,
PR-2 a PR-5, které pusobi lokaln€ v bunice, tak 1 mimo buiiku. Zatimco nekrotrofni patogeny
aktivuji kaskadu kyseliny jasmonové, ve které se aktivuje skupina genti pro PR proteiny
PR-3, PR-4 a PR-12, plisobici jenom lokalni ochranu buiiky 3°. Dané kaskady jsou zobrazeny

na Obr. €. 6 na nasledujici strang.

1.2.1. PR-1

PR-1 proteiny se fadi mezi nejhojnéji se vyskytujici PR proteiny. V listech tvofi v praiméru
1-2% ze vSech proteinli za normalnich podminek. Byly to také prvni PR proteiny, které byly
objeveny jako odpovéd’ na infekci patogenem. Navzdory mnoha studiim, nebyla dosud
nalezena biochemicka funkce téchto proteind %¢. Odhadovana Zivotnost PR-1 proteind je od
40 do 70 hodin. Tato vysoka zivotnosti naznaCuje vysokou relativni resistenci proti
exogennim a endogennim proteasam. Odolnost je zptisobena vysokym obsahem cysteint,
které tvoti disulfidické mustky. Dlouhd Zivotnost a stabilita viici proteolytickym Gtokam,

ukazuji na dobrou adaptaci PR-1 na extracelularni prostor 7.

Vysoky narist PR-1 proteini byl zaznamenan u tabdku po infekci vyvolané oomycetami
Peronospora tabacina a Phytophthora parasitica, coz rapidné snizilo symptomy 8. Z toho
byl vysloven ptfedpoklad antifungalni aktivity PR-1 proteini. Antifungélni aktivita byla
potvrzena také proti jinym patogeniim jako Uromyces fabae a Phytophtora infestans. Po
aplikaci alikvotu PR-1 proteini na listy tabaku, byl zaznamenan rapidni pokles Sifeni
Phytophtora infestans a dal$i studie ukazaly, Ze pfedevS§im bazické PR-1 proteiny maji

negativni i¢inky na oomycety .
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Studie vyskytu riznych PR-1 proteinti v infikovanych rostlindch ukézaly mnoho mist
ucinku. Vlivem infekce rostlin rajcete viroidy a také u rostlin tabaku oi vystavéni tmé, byly

PR-1 proteiny nalezeny ve vakuole °*°!

. Vinfikovanych listech brambor oomycetou
P. infestans, byly PR-1 proteiny nalezeny v epidermis listu véetné svéracich bun¢k stomat,
v mezibunééném prostoru, v bun&éné sténg, v xylému a ve floému °2. Dixon et al., popsal
akumulaci PR-1a a b po virové infekci ve vakuolach specializovanych bungk listli, zndmych
jako idioblasty. V téchto bunkach byla ale také zjisténa pritomnost specidlnych
proteolytickych enzym@ zodpovédnych za rozklad PR proteinii °. Dale byly nalezeny

zvySené koncentrace PR-1 proteinii v okoli plasmodesemat floému mezi sitkovicemi a

pritvodnimi buiikami pro zamezeni §ifeni infekce do vzdalenych &asti rostlin 4.

Zatim bylo identifikovano mnoho izoforem a izoenzyma PR-1 proteinii lisici se jejich
enzymovou aktivitou, mistem u¢inku a strukturou. Obecné byly PR-1 proteiny rozdéleny do
dvou skupin, na kysel¢ a bazické. Kysel¢ PR-1 proteiny setrvavaji rozpustné i v pH 3,
piicemz vétSina ostatnich rostlinnych proteini se jiz denaturuje. U rostlin tabaku byly
nalezeny tfi, sekvenné sob& podobné, PR-1 kyselé proteiny, vykazujici antifungalni
aktivitu. Tyto proteiny vychazeji z podobnych fetézcii o délce 138 aminokyselin, ze kterych
se po odstépeni hydrofobniho N-terminalniho konce, o délce 30 aminokyselin, vytvaii
finadlni 15 kDa protein. Mezi témito kyselymi PR proteiny je sekvencni shoda vice nez

90% .

V rostlinach tabaku byly zatim definovany dva bazické PR-1 proteiny, pfi¢emz studie
genetické informace naznacuji geny kodujici alespon osm bazickych PR-1 proteint. Tyto
bazické PR-1 jsou pfiblizné z 65% shodnév sekvenci s kyselymi PR-1 ?°>. Poprvé byl objeven
17 kDa bazicky protein, PR-1g, se sekven¢ni podobnosti s mensimi kyselymi PR-1 proteiny
tabaku. Hydrofobni N-terminalni, 30 aminokyselinova, sekvence, se na rozdil od kyselych
PR-1 proteini neodstépuje a pravdépodobné ma funkci pifi pfesunu PR proteini do
endoplasmatického retikula *®. Delsi C-terminalni sekvence u bazickych PR-1 proteinti, neZ
u kyselych mé pravdépodobné signalni funkei pti pfesunu do vakuoly, protoze byla zjisténa
vys$s$i koncentrace bazickych proteinii ve vakuole b&hem infekce °’. PR-1g byly také
nalezeny v extracelularnim prostoru a tedy se predpoklada, Ze kyselé i bazické PR-1 proteiny

nejsou vazany na specifické misto *.
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1.2.2. PR-2

Dftive byly PR-2 proteiny pojmenovany jako laminarinasy, zvysuji v rostlinich resistenci
proti plishiovym, bakterialnim a virovym patogeniim °*. Kromé rostlin, byly PR-2 proteiny
nalezeny taky v kvasinkach, baktériich, hmyzu a v rybach®. Do skupiny PR-2 proteinii patii
proteiny s enzymovou, [-1,3-endoglukanasovou, aktivitou. Katalyzuji $tépeni B-1,3-
glukosidické vazby '° kde glukany tvofi zdklad buné¢né stény mnohych patogentl.
Naptiklad u oomycety, Phytophthora infestans, ktera napadd mnohé zeméedélske rostliny, -

1,3-glukany tvoii az 90% bunééné stény '°!.

Rostlinné PR-2 proteiny jsou za normalnich podminek udrzovany na velmi nizkych, nebo
az nulovych, koncentracich. Ale po interakci s patogenem se jejich koncentrace rapidné
zvySuje. Napiiklad, po napadeni transgennich rostlin podzemnice olejné (Arachis
hypogaea), schopnych exprese tabdkového PR-2 proteinu patogenni houbou ,listovych
skvrn®, Cersospora arachidicola, transgenni rostliny nejen zredukovaly celkovy pocet skvrn
na listech, ale také zpozdily nastup infekce. Také po napadeni patogenni houbou, Aspergillus
flavus, bylo pozorovano velmi pomalé Sifeni hyfa snizend akumulace aflatoxinti v semenech

102" Napadeni dal§i patogenni houbou, Fusarium graminearum,

podzemnice olejné
zpusobuje devastacni chorobu je¢mene a obili nazyvanou ,,pliseit hlavickova“. Transgenni
rostliny exprimujici PR-2 vykazaly vysokou odolnost vici této patogenni houbé. Byla
detekovana rapidné¢ snizend koncentrace mykotoxinu, deoxynivalenolu a také viditelné

103 A dale mnoho dalsich studii ukazalo zvy$enou rezistenci

snizené Sifeni plisné
transgennich rostlin, jako jsou len sety, raj¢e jedlé a kostfava rakosovitd vi¢i mnohym

plishovym a jinym patogentim diky dodate¢né expresi PR-2 proteind.

Mnoho virl se pohybuje a §ifi po rostlin¢ pies bunécné plasmodesmy za pomoci jednoho,
nebo 1 vice, pohybovych virovych proteinii (z angl. movement proteins, MP), které
vyhledavaji a rozsifuji plazmodezmy a umoziiuji tedy pohyb vird po celé rostling !4,
Jedinym, dosud zndmym mechanismem obrany proti Sitfeni virtt do celé rostliny je syntéza
kalézovych vladken ptes plasmodesmy. Kaloza je tvofena B-1,3-glukanem a mnohé studie
potvrdily, Ze viry, dosud jeSt€é nezndmym zpiisobem, vyuZivaji cytoplasmatick¢ PR-2

proteiny pro 1yzi kalézy '%. Pozdéji bylo viak zjisténo, Ze rostliny na obranu proti virim
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vyuzivajicim pohybovych proteinti a rostlinnych PR-2 proteind, inhibuji transkripci gent

pro ur¢ité PR-2 proteiny '%°.

Iniciace syntézy PR-2 proteini miize byt zptisobena patogeny, nebo i jinymi stimuly. B-1,3-
glukany jsou hojné rozsifené po celé rostlin€, a kromé rostlinné ochrany, mohou participovat
i na mnoho dalSich fyziologickych procesech, jako jsou rist bunék, bunécné déleni, kliceni
semen a mnoho dalsich 7. Geny PR-2 proteinii byly nalezeny u mnoha rostlinnych druhd,
véetné tabaku, soji, bananovniku a ryze. Kazda rostlina mize obsahovat rozdilné geny, o
rozdilnych poctech, kédujici rozdilné PR-2 proteiny. Naptiklad bylo nalezeno 14 genii
kédujicich B-1,3-glukanasy v rostlinach tabaku ' a az 50 individualnich genti v rostlinich
husenicku (Arabidopsis). Nedavné studie seskupily tyto geny do 13 genovych klastri
s oznacenim od A do M %, Skupiny od A do C kdduji PR-2 proteiny specifické pro listy.
Skupina D koduje specifické pro buiiky kofenli. PR-2 proteiny téchto ¢tyt skupin vykazuji
nejvyssi aktivitu a béhem obranného mechanismu proti patogeniim jsou tyto klastry také
nejvice transkripcné aktivni. Dale skupiny H a K koduji PR-2 proteiny specifické pro kvéty
a plody rostlin, které jsou hlavné aktivni pii reprodukénich procesech. Posledni, nejvétsi
skupina M, ktera obsahuje 13 genti, koduje proteiny vyskytujici se ve vSech castech rostliny.
Vysoké koncentrace mlizeme pozorovat hlavné ve vyhoncich. Piedpoklada se, ze tato
skupina PR-2 proteinii se ucastni bunécné morfogeneze a také bunécného déleni. Avsak ze
skupiny M nebyla potvrzena odpovéd’ vii¢i biotickému stresu, a proto se diskutuje, zda patii

do skupiny PR proteint %

Rostlinné PR-2 proteiny se podobn¢ jako jiné PR proteiny déli na dvé izoformni skupiny
zéavisejici na jejich acidité. VSeobecné, pro vSechny rostliny, PR-2 proteiny byly rozdéleny
do ctyft tfid, zavisejicich na jejich aminokyselinové sekvenci, struktufe a bunécné lokalizaci,
a to s oznaéenim od I do IV '%. Vétsina dosud objevenych PR-2 proteinti patii do t¥idy I a
IT a drtiva vétSina z tfidy I je tvofena bazickymi enzymy. Na druhou stranu, tiidy II az IV
jsou tvofeny kyselymi proteiny lokalizovanymi v extracelularnim prostoru, kdezto PR-2

proteiny I jsou lokalizovany ve vakuole uvnitf bunék.

PR-2 se ptimo podileji na ochrané rostlin diky jejich hydrolytické aktivité proti bunécné
sténé houbovych patogenii. VétSinou byly PR-2 proteiny tfidy I nalezeny spolu s PR-3
proteiny, které jako chitinasy, jejich antifungalni ¢inek dopliuji. Bylo zjiSténo, Ze PR-2
proteiny tfidy I pfimo reaguji proti bunéénym sténam degradaci jejich B-1,3, nebo 1,6-

glukanti. Degradace bunééné stény hyf zplisobuje jejich bunécnou lyzi, coz nejen otevira
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prostor pro dal$i molekuly rostlinné ochrany, ale také poskytuje oligomerni fragmenty
bunécné stény, které iniciuji dalSi syntézu PR proteini, nebo jinych antifungélnich
slou¢enin, jako jsou fytoalexiny !, Naproti tomu PR-2 proteiny t¥idy II nevykéazaly

7adny antifungalni efekt ''2

. Akumulace a syntéza PR-2 proteint tfidy I byla zjisténa az po
infekci patogenem, kdezto PR-2 tfidy II a I1I se v bunikdch vyskytuji konstitutivné a zvysené

pii infekei '3

Dosud objevené PR-2 proteiny maji ptibliznou velikost od 30 do 40 kDa. Bazické PR-2
proteiny tiidy I, o pfiblizné velikosti 33 kDa, jsou syntetizovany jako preproproteiny
s hydrofobni signalni sekvenci na N-termindlnim konci, kterd je nasledné kotranslacné
odstranéna. Taky obsahuji N-glykosylovanou signalni sekvenci na C-terminalnim konci a
piedpoklada se, ze hlavni tlohou je lokalizace vakuol v buiice. Zbylé¢ tfidy postradaji danou
sekvenci a jsou proto odvadény do extracelularniho prostoru. Proproteiny jsou nasledné
z ER, pies Golgiho aparat, transportovany do vakuoly, kde je C-termindlni sekvence
odstranéna a vznika 33 kDa finalni protein ''*. Z vakuoly jsou tyto bazické proteiny, po
iniciaci patogenem, vypoustény do daného mista i¢inku !>, Zbylé ti skupiny PR-2 proteinii
jsou ihned po syntéze transportovany do extracelularniho prostoru. Tyto proteiny postradaji
C-terminalni sekvenci, kterou PR-2 proteiny I. tfidy maji a velikostné se vétSina pohybuje
od 35 do 36 kDa !, ale také byly nalezeny v kvétech tabdku dva proteiny o velikosti 41

kDa, u kterych se avSak nepotvrdila iniciace infekci patogenem.

1.2.3. PR-3

Jedna se o skupinu PR proteini vyskytujici se ve vSech ¢astech buiiky. PR-3 protieny patii
mezi enzymy s endochitinasovou aktivitou, kde tato aktivita je u bazickych proteinii pét-krat
vy$§i nez u kyselych. Enzymaticky katalyzuji hydrolyzu f-1,4-vazby mezi
N-acetylglukosaminovymi zbytky chitinu, ktefi tvofi hlavni polysacharid exoskeletu
bezstavovell a bunétné stény nékterych plisni. Relativni hmotnost PR-3 proteini se

pohybuje v rozmezi od 26 do 46 kDa ',
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PR proteiny s chitinasovou aktivitou byly kvili jejich pocetnému zastoupeni rozdéleny mezi
Ctyfi skupiny na zéklad¢ jejich aminokyselinovych sekvenci. Skupinu PR-3 proteind tvoii
enzymy s charakteristikou katalytickou doménou a velmi podobnymi tercidlnimi
strukturami ''®. Globularni struktura je tvofena hlavné a-helixy, které jsou uspoiadany do
tvaru zlabku. Uvniti zlabku se nachazi katalytické centrum, tvofené dvéma glutamatovymi
zbytky ''°. Vseobecné se chitinasy dale d&li podle tercialni homologie, velikosti a
ptitomnosti domény vézajici chitin (chitin-binding domain, CBD) do specifi¢téjsich 7 tfid.
Do skupiny PR-3 proteinti patfi tfida I, kterd na rozdil od tfidy II, obsahuje CBD. Ttida IV
obsahuje zkracenou verzi CBD a katalytick¢ doméné v porovnani s tfidou I. Dale tfidy V a
VI, obsahuji dvé CBD, nebo jednu zkracenou CBD spolu s dlouhou sekvenci bohatou na
prolin. Posledni VII. tfida obsahuje katalytickou doménu homologni k tf¥idé IV, ale postrada
CBD. Vsechny tfidy dale obsahuji podobné specifické smycky oznacené od 1 do 4. Smycka
1, nachazejici se na vrcholu zlabku, poskytuje misto pro glykosylaci. Smycka 2 se nachazi
na spodni ¢asti enzymu, pod katalytickym mistem, a slouzi pro stabilizaci 3D struktury
disulfidickym mistek. Zbylé dvé smycky se nachazeji na povrchu, daleko od katalytického
mista blizko u sebe. Smycka 3 ma za ukol stabilizovat smycku 4, kterd tvofi koncovou
sekvenci na C-terminalnim konci s cysteinem, jako koncovou aminokyselinou, vytvarejici

disulfidicky miistek '%,

Ttida I RP-3 proteinti byla poprvé popsdna u rostlin tabaku a byly zafazeny mezi bazické
proteiny o velikosti 32 kDa '2°. U tabaku byly nalezeny &tyii geny kodujici PR-3 proteiny,
z ¢ehoz dva se transkribuji primarné. Jsou syntetizovany jako prekurzory s N-terminalni
signalni sekvenci, umoznujici jejich sekreci. Vétsina PR-3 proteinii obsahuje taky specialni
C-terminalni signalni sekvenci cilenou pro transport do vakuol '?!. Zralé PR-3 proteiny I.
tfidy obsahuji N-terminalni CBD a katalytickou doménu, mezi kterymi je mezerni sekvence
bohaté na prolin nebo glycin, lisici se délkou u jednotlivych proteinti '?2. Dal$i modifikace

byla objevena u PR-3 proteinti brambor, kterd ma jednu stranu bohaté N-glykosylovanou 2.

Hlavni dva PR-3 proteiny II. tfidy, byly opét popsany v rostlindch tabiku, se znacenim
PR-Q a PR-P. Ttida II, v porovnani s I. tfidou, postradd CBD a taky stfedni doména je kratsi,
co zamezuje vznik 2. smycky a findlni proteiny maji relativni molekulovou hmotnost
v rozmezi 27-28 kDa. Porovnavanim sekvenci u proteint II. tfidy naznacuje, Ze CBD byly

ztraceny riznymi zpusoby u vSech proteind. Bylo také zjisténo, Ze n€které PR-3 proteiny II.
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ttidy postradaji i 1. smycku. Byly proto vytvoieny podttidy, a a b, do kterych byly proteiny
2. ttidy rozdéleny podle struktury.

Prvné objevena IV. tiida byla u fazoli. Byly nazvany jako PR-4 proteiny '**. Pozdg&ji byly
zahrnuty do PR-3 proteind, sice maji velmi nizkou homologii s ostatnimi skupinami. Jsou to
proteiny o velikosti 30 kDa a obsahuji zkracenou verzi CBD, kde chybi jedna ze smycek bez
ovliviiovani aktivity. V katalytické doméné, proteiny IV. tfidy neosahuji 1 smycku, co
zkracuje vzdalenost mezi katalytickym centrem a povrchem enzymu, co by mohlo mit za
nasledky hydrolyzu bunééné stény dale od povrchu. Delece smycky 3 a 4 celkové snizuje

objem enzymu.

Ttidu V, o velikosti 41-43 kDa, reprezentuje zatim jeden protein. Jako jediny, z pomezi PR-

3 proteinti, obsahuje 2 CBD '?°,

Prvné byla VI. tfida objevena v cukrové fepé '*6. Obsahuje zkracenou verzi CBD, kde se
tvofi jenom jeden disulfidicky mistek, co tvofi protein o velikosti 28 kDa. Tato tiida
obsahuje nejdelsi prolinovou sekvenci mezi CBD a katalytickou doménou, az 90 prolini.

Z toho se da ptedpokladat, Ze se tato tfida vyskytuje stabiln€ v bunécné sténé.
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Cil prace

. Zavést a optimalizovat imunochemické stanoveni proteind teplotniho Soku HSP70,
HSP90 a proteind souvisejicich s patogenzi PR-1, PR-2 a PR-3 v rostlindch rajcete
jedlého a fepky olejné

. Zjistit vliv oomycety Pythium oligandrum v rostlinach rajcete jedlého a fepky olejné

na expresi HSP70, HSP90, PR-1, PR-2 a PR-3

. Zjistit vliv patogennich hub Verticillium longisporum a Alternaria brassicola na

expresi HSP70, HSP90, PR-1, PR-2 a PR-3
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3. Materialy a metody

3.1. Pfistroje

Analytické vahy XE Series 100A, Denver Instrument Company, USA

Centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen, Némecko

Ctecka absorbanci desti¢ek Sunrise, Tecan, Svycarsko

Elektroforeticka souprava, Bio-Rad, UK

Souprava pro prenos proteinil z gelu na membranu Trans-Blot® Burbo™, Bio-Rad, UK

Vortex V-1 plus, Biosan, Litva

3.2. Chemikalie a rozpoustédla

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat, Sigma, USA
akrylamid, Sigma, USA

azid sodny, Fluka, Velka Britanie
bisakrylamid, Sigma, USA

bromfenolova modf, Sigma, USA

hovézi sérovy albumin, Sevac, CR
dihydrogenfosfore¢nan draselny, Penta, CR
dithiothreitol, Sigma, USA

dodecylsulfat sodny, Serva, Némecko
ethanol, Lachema, CR

glycerol, Penta, CR

glycin, Degussa, CR

kyselina fosforecna,

hydrogenfosfore¢nan sodny, Penta, CR
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hydroxid sodny, Lachema, CR

chlorid draselny, Lachema, CR

chlorid sodny, Lachema, CR

kyselina chlorovodikova, Penta, CR

kyselina octova, Penta, CR

merkaptoethanol,

methanol, Penta, CR

Nitroblue tetrazolium chlorid, Sigma, USA
N,N,N’,N’- tetramethylethylendiamin, Serva, Némecko
peroxodisiran amonny, Lachema, CR
polyvinylpyrrolidon, Sigma, USA
tris(hydroxymethyl)aminomethan, Sigma, USA
Tween 20, Sigma, USA

3.3. Protilatky

Pro kvalitativni stanoveni specifickych proteinii byly pouZzity primarni krali¢i monoklonalni

protilatky IgG proti péti riiznym proteiniim.

Anti HSP70 - AS08 371 (lyofilizovany, Agrisera, SWE)
Anti HSP90 - AS08 346 (lyofilizovany, Agrisera, SWE)
Anti PR-1 - AS10 687 (lyofilizovany, Agrisera, SWE)
Anti PR-2 - AS12 2366 (lyofilizovany, Agrisera, SWE)
Anti PR-2 - AS07 208 (lyofilizovany, Agrisera, SWE)
Anti PR-3 - AS07 207 (lyofilizovany, Agrisera, SWE)

Jako sekundarnd protilatka pro vizualizaci byla pouzita kozi polyklonélni protilatka proti

kralici IgG konjugovana alkalickou fosfatasou - SLBV4176/A3687-1ML (Sigma, USA)
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3.4. Rostliny

Rostlinné materialy byly z rostlin rajcete (Solanum lycopersicum) a rostlin fepky olejné
(Brassica napus), které byly poskytnuty Ing. TomaSem Vankem, Ph.D. (Biopreparaty spol.
s 1.0.). Semena rostlin byla mofena v rostoku obsahujicim 12.0 x 10° oospor-g”! P.
oligandrum. V této praci byly pouzity tii kmeny P. oligandrum: komeréné pouzivany
preparat M1 a dva dosud nepouzivané kmeny 42 a 48. VSechny rostlinné semena, spole¢né
s neoSetfenymi semeny, byla péstovana v kultivaéni mistnosti pii teploté¢ 20 °C, 60%
relativni vlhkosti vzduchu a osvétleni 150 pmol fotonu m?-s™. V mistnosti byl rezim 16
hodin svétlo a 8 hodin tma. Po dvou tydnech kultivace byly listy rostlin inokulovany
houbovymi patogeny Verticillium longisporum a Alternaria brassicola. Po 2 tydnech od
inokulace byly odebrany vzorky listii, které byly okamzité zmrazeny v kapalném dusiku a

uchovavany pii -78 °C.

3.5. Experimentalni metody

3.5.1. Extrakce protein z rostlinného materialu

Listy zftepky olejné a rajcete jedlého byly nejprve ve tieci misce rozdrceny a
homogenizovany v tekutém dusiku a nasledné extrahovdny ve dvojndsobném mnozstvi
extrakéniho pufru slozen¢ho z 0.13M Tris-HCI pufru o pH 6.8, 2% (w/v) SDS a DTT.
Vznikly homogenat byl pfeveden do mikrozkumavky a ponechdn stat, tak aby extrakce
trvala 12 minut. Nasledné byl extrakt centrifugovan 15 minut pti 4°C a 15000 x g. Vznikly
supernatant byl pouzit ke stanoveni koncentrace proteinti a ke kvalitativnimu stanoveni HSP

a PR proteinti.
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3.5.2. Stanoveni koncentrace proteinti podle Bradforda

Bradfordova metoda pro stanoveni koncentrace proteinti v roztoku je kolorimetricka metoda
zalozena na absorpénim maximu barviva Coomasie Briliant blue G-250 po navazani na
protein. Interakce barviva s proteinem v kyselém prostiedi méni barvu roztoku z hnéd¢,
s absorban¢nim maximem pti 450 nm, na modrou, s maximem 595 nm. Zména absorp¢niho
maxima barviva je zplUsobena interakcemi molekul s bazickymi aminokyselinami
v proteinu. Pro kalibraci byly pouzity roztoky hovéziho sérového albuminu, BSA, o
koncentraci 1.00, 0.500, 0.250, 0.125, 0.0625, 0.0313, 0.0156 a 0.00 mg ml'. Do
mikrotitraéni desticky bylo aplikovano, vzdy v triplikatech, po 10 ul roztokd proteint.
K roztoktim bylo nasledné ptidano 200 pl barviciho ¢inidla o slozeni Coomasie Briliant blue
G-250, metanol, H3POs, a ponechany inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné
byla méfena absorbance pifi 595 nm. Roztoky rostlinnych izolatd byly 10x fedény pro
stanoveni koncentrace proteinii. Nazornd kalibracni pfimka, podle které byly vypocteny

koncentraceu proteinti u rostlin rajcete jedlého, je zobrazena na Obr. €. 7.
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Obr. & 7 — Kalibraéni pfimka pro stanoveni koncentrace proteini v rostlinnych extraktech z rostlin rajcete: Graf

vyjadiuje zavislost absorbance pti 595 nm na koncentraci BSA v roztoku.
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3.5.3. Elektroforetické metody

Pomoci elektroforetické separace v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu
sodného, SDS, byly separovany jednotlivé proteiny. SDS je iontovy tenzid, ktery protein po
zahtati denaturuje. lonty SDS pokryvaji rozbalené proteiny a udéluji jim rovnomérné
rozlozeny zaporny naboj, ktery je piimo umérny hmotnosti peptidového fetézce. Plisobenim
externiho stejnosmérného elektrického proudu dochézi k separaci jednotlivych proteinti
podle molekulovych hmotnosti. Néaslednym pfenosem separovanych proteinli z gelu na
nitrocelulosovou membranu ptusobenim externiho elektrického pole lze imunochemicky

stanovit jednotlivé proteiny.

3.5.3.1. Ptiprava rostlinnych extraktii pro elektroforézu v redukénim prostiedi

K ptiprave rostlinnych izolath pro elektroforetickou separaci v prostiedi SDS byly pouzity
izolaty z fepky a rajcete (3.5.1). Rostlinné izolaty byly v poméru 1:1 smisené se vzorkovym
redukénim pufrem o slozeni 0.13M Tris-HCl pufr o pH 6.8, sachar6za,
3% (w/v) SDS, DTT a 0.05% (w/v) bromfenolova modf. Vzniklé roztoky byly pted aplikaci

do gelu zahtaty na 100°C po dobu 5 min. a nasledné¢ byly ochlazeny na laboratorni teplotu.

3.5.3.2. Provedeni SDS-PAGE

Akrylamidovy gel pro elektroforézu byl sloZen ze zaostiovaciho velkoporového 6% gelu a

separatniho malopdrového 12% gelu. Prvni separacni 12% gel byl vytvofen ze 4.9 ml

deionizované vody, 6 ml 30% (w/v) akrylamidu/bisakrylamidu, 3.8 ml 1.5M Tris-HCI pufru

o pH 8.8, 150 ul 10% (w/v) SDS, 6 ul TEMED a 150 pl 10% (w/v) peroxodisiranu

amonného, APS. Nasledné byl separa¢ni gel piekryt zaostfovacim 6% gelem sloZzeného z 2.7
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ml deionizované vody, 670 ul 30% (w/v) akrylamidu/bisakrylamidu, 500 ul 0.5M Tris-HCI
pufru o pH 6.8, 40 ul 10% (w/v) SDS, 4 ul TEMED a 40 ul 10% (w/v) APS.

Po slozeni elektroforetické aparatury, kterd byla pfedem odmasténa etanolem, byly prostory
naplnény elektrodovym pufrem slozené¢ho z 14.4 g glycinu, 3 g Trisua 1 g SDS v 11
deionizované vody s celkovou hodnotou pH 8.3. Ptfed aplikaci izolati byla zjisténa
koncentrace proteintt metodou podle Bradforda a nasledné¢ koncentrace proteinti byla tak
upravena, aby byla pro kazdy roztok shodna. Jako standard molekulovych hmotnosti byl
pouzit komeré&ni roztok proteinti Precision Plus Protein Kaleidoscope™ Standards s proteiny
o molekulové hmotnosti 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15, 10 kDa se specifickym
barevnym odliSenim Zluté zabarvené¢ho proteinu s molekulovou hmotnosti 10 kDa, zelené
zabarveného proteinu pti 37 kDa a rizoveé zabarvenych proteinech pti 25 a 75 kDa. Napéti
bylo nastaveno pro zaostfovaci gel na 70 V a nasledn¢ po doputovani bromfenolové modii

do separa¢niho gelu byla hodnota napé€ti zvySena na 140 V.

3.5.3.3. Provedeni elektro-pienosu

Proteiny separované v akrylamidovém gelu byly pfeneseny na nitrocelulosovou membranu
pomoci metody elektro-ptenosu, neboli Western blot (z anglictiny ,,blotting*). Do soupravy,
uréené pro elektro-prenos, Trans-Blot® Turbo™ bylo podle ndvodu nejprve umistnéno 5
kust filtraCniho papiru, nitrocelulosovda membrana pak na ni akrylamidovy gel a dalSich 5
kust filtracniho papiru. VSechny vrstvy byly nejprve namoceny do transferového pufru o pH
8.3 0 sloZeni 25 mM Tris-HCI, 150 mM glycin a 10% (v/v) methanol. Pak byl nastavén 30

minutovy standardni elektro-pfenos o proudu 1.0 a.
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3.5.4. Imunochemické stanoveni HSP a PR proteini

Proteiny po elektroforetické separaci v redukénim prostiedi SDS byly z gelu pfeneseny na
nitrocelulosovou membranu. Na membran¢ byly pak HSP, nebo PR proteiny, detekovany

imunochemicky pomoci specifickych protilatek.

Imunochemicka detekce HSP, nebo PR proteintl, je zaloZena na principu specifické vazby
primarnich kralicich protilatek proti HSP, nebo PR proteind. Pro vizualizaci se proti
priméarnim krali¢im protilatkdm pouZila sekundarni kozi protilatka konjugovana alkalickou
fosfatasou, ALP - E.C. 3.1.3.1. Alkalicka fosfatasa katalyzuje odStépeni fosfatu ze substratu
5-bromo-4-chloro-3-indoylfosfat (BCIP). Vznikly meziprodukt reakce, indoxyl,
v alkalickém prosttedi dimerizuje a jako vedlejsi produkt reakce vznika hydridovy ion, ktery

redukuje nitroblue tetrazolium chlorid (NBT) za vzniku barevné sraZeniny diformazanu.

Po ukonceni elektro-pienosu byla volnd mista na membrané blokovana po dobu 1 hodiny
1% (w/v) roztokem BSA v pufru PBS + T o pH 7.4 slozeného ze 137 mM NaCl, § mM
Na;HPO4-12H,0, 15 mM KH;POg4, 3.7 mM KCI, 3 mM NaN3 a 0.05% (w/v) Tween 20.
Nasledné byla membréana 3x promyta po dobu 5 minut PBS + T pufrem. Nasledn¢ byla
membrana inkubovédna s primarni krali¢i protilatkou specifickou proti HSP, nebo PR
proteinu, fedénou podle ndvodu, od 5000x do 1000x, konjugacnim pufrem o pH 7.4
slozené¢ho z PBS + T pufru, 2% (w/v) PVP a 0.2% (w/v) BSA. Inkubace byla provedena pies
noc pii laboratorni teploté. Membrana byla po navdzani primarni protilatky opét promyta 3x
PBS + T pufrem po 5 minut a pak inkubovana v termostatu pi1 37°C spolu se sekundarni
kozi protilatkou, proti krali¢cimu IgG, konjugovanou s alkalickou fosfatazou 10 000x
fedénou konjuga¢nim pufrem po dobu 4 hodin. Znovu byla membréna promyta 3x PBS + T
pufrem a ndsledné inkubovéna v reakéni smési pii laboratorni teploté az dokud se neobjevily
prouzky znacici detekované proteiny. Reakéni smés tvoftil roztok 10 ml substratového pufru

o pH 9.8, 0.2 mg BCIP a 0.3 mg NBT.
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4. Vysledky

V této bakalarské praci byly porovnavany vlastnosti rostlin rajéete jedlého, Solanum
lycopersicum, a ftepky olejné, Brassica napus, oSetfenych tfemi rliznymy kmeny
P. oligandrum, a sice M1, ktery je v soucasné¢ dobé vyrabén jako prostfedek biologické
ochrany rostlin a dvou novych, které jsou oznaceny 42 a 48. VSechny tyto skupiny rostlin,
véetné neosSetfené kontroly, oznacené N jako neoSetfeny, byly rovnéZ infikovany
fytopatogeny V. longisporum a A. brassicola. Pokud neni uvedeno jinak, termin "izolat"

oznacuje extrakt z listt experimentalnich skupin rostlin.

4.1. Mnozstvi proteinli v izolatech z rostlin rajcete jedl€ého

oSetfenych oomycetami Pythium oligandrum

Izolaty z lista rostlin rajcete jedlého oSetiené P. oligandrum a infikované fytopatogennimi
houbami byly charakterizovany mnoZstvim proteinu. Ziskané vysledky dokumentuje Obr.

¢. 8. Rozdily v mnozZstvi proteinu mezi izolaty rajcat osettenych P. oligandrum nejsou ptilis

cvvr

Vw7

Po provedeni extrakce proteinti z rostlinnych materiala (kapitola 3.5.1.), bylo nutné zjistit
celkovou koncentraci vSech proteint v jednotlivych izolatech. Koncentrace proteinti byly
zjistény metodou podle Bradforda (kapitola 3.5.2.), kde byla sestrojena kalibracni pfimka
(Obr. €. 7) s vyuzitim roztokt BSA o zndmé koncentraci. Ziskana rovnice kalibraéni ptimky

byla pouZita pro vypocet koncentraci proteind v izolatech z listl rajcete.

Vysledné hodnoty koncentraci proteini v jednotlivych izolatech jsou zobrazené na Obr.
¢. 8, na nasledujici strané. Primérna koncentrace vyextrahovanych proteinli je pfiblizné
2 mg ml'. V ramci jednotlivych skupin, se koncentrace pohybuji v malém rozmezi, kromé
izolatu M1 infikovaného A. brassicola, ktery na rozdil od ostatnich izolati dané skupiny

obsahuje vyrazné niZs§i koncentrace. Obecné, hodnoty koncentraci vSech proteind zavisi
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nejen na fyziologickém stavu rostliny, ale také na technice a dob¢ extrakce. Pro nasledujici

imunochemicka stanoveni HSP a PR proteinti, bylo nutno izolaty zfedit extrakénim pufrem
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na stejnou koncentraci.

koncentrace proteinii / mg ml-!

Obr. ¢ 8 — Koncentrace rozpustnych proteinii v extraktech z listi rajcete: Leva skupina, K, znaci kontrolni skupinu.
Prostfedni skupina, V, znaci skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaci skupinu infikovanou
patogenem A. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty oomycety P. oligandrum, kde N, znaci

neosetieny izolat, M1, 42 a 48 znaci izolaty oSetfené specifickymi kmeny P. oligandrum.
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4.2. Sledovani pfitomnosti heat shock proteinti v izolatech z rajCete

jedleho

V izolatech vSech experimentalnich skupin rostlin, bylo imunochemicky podle kapitoly

3.5.4. sledovano zastoupeni heat-shock proteint.

4.2.1. HSP70

Skupina proteinli oznaCovanych jako HSP70 souvisi s riznymi typy stresu, proto bylo
sledovano také zastoupeni téchto proteini v rostlinach rajcete osetienych P. oligandrum a
infikované fytopatogennimi houbami. Proteiny byly elektroforeticky separovany v prostiedi
SDS, pteneseny na nitrocelulosovou membranu a detekovany imunochemicky pomoci

specifické primarni protilatky proti HSP70.

Jeden z cilovych proteinti sledovanych jako odpovéd’ na bioticky stres v této praci je HSP70.
Ziskané rozpustné proteiny zrostlinnych izolatl, byly elektroforeticky separovany
v denaturujicim prostfedi SDS. Pfitomnost HSP70 v rostlindch rajcete byla po pifenosu
proteinit  z elektroforetického gelu na nitrocelulosovou membranu detekovana

imunochemicky specifickou protilatkou proti HSP70.

Membréana vizualizovand pomoci sekundarni protilatky znacené alkalickou fosfatasou je
zndroznéna na Obr. €. 9, na nasledujici strané. Proteiny, které reagovaly s protilatkou proti
HSP70 lze porovnat se standardy molekulovych hmotnosti Kaleidoscope™ oznacené S.
Proteiny rodiny HSP70, jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.1.1., dosahuji velikosti v rozmezi
od 66 do 78 kDa. V této oblasti lze pozorovat zastoupeni proteinti o velikosti 73 kDa ve

vSech experimentalnich izolatech.
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Obr. & 9 — Imunochemicka detekce proteind HSP70 u izolati z rajcete: Nitrocelulosovd membrana na levé strané
zobrazuje kontrolni izolat neoSetfeny P. oligandrum, NK, a izolaty, neoSetfené, jenom infikované patogenem
V. longisporum, NV, a patogenem A. brassicola, NA. Na pravé stran€ jsou separovany jednotlivé izolaty oSetfené riznymi

kmeny oomycety P. oligandrum 48, 42 a M1 infikované patogeney A. brassicola, V. longisporum a neinfikované.

Soucet relativnich intenzit vSech prouzkii reprezentujicich proteiny, které reagovaly
s primarnimi protilatkami, jsou zobrazeny na Obr. ¢. 10. Je patrné, Ze rostliny oSetfené
oomycetami P. oligandrum vedou ke zvySeni obsahu HSP70 a to plati nejvice pro izolaty
M1 a 42. Po infekci houbou V. longisporum je zastoupeni téchto proteint nizsi a po infekci

houbou 4. brassicola naopak vyssi.
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Obr. ¢&. 10 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni souctu relativnich intenzit proteini HSP70 rostlin

relativni intenzita zabarveni

rajcete programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina, V, znaci
skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, zna¢i skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola.
Zkratky, v ramci skupin, znadi jednotlivé izolaty, kde N, znadi izolaty neoSetiené oomycetami P. oligandrum, M1, 42 a 48

znaci izolaty oSetfené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.
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Z Obr. ¢. 9 vyplyva, ze s protilatkami proti HSP70 interagovala fada proteintl i v nizSich
molekulovych hmotnostech. Tyto proteiny byly detailné analyzovany, vysledek je zobrazen
na Obr. ¢. 11, na nasledujici strané. Z téchto proteinti dosahovaly nejvétSiho zastoupeni
proteiny o velikosti 33 kDa a to u neinfikovanych izolati M1 a 42. Po infekci houbou
A. brassicola bylo nalezeno vyrazné zvySené zastoupeni téchto proteint i v ptipradé rostliny
Neosetieny izolat, N, je tvofen hlavné proteiny o velikostech 56 a 38 kDa, pritomnost 33
kDa proteinu nebyla potvrzena. V porovnani s neoSetienym izolatem, zbylé kontrolni izolaty
obsahuji, podle Obr. ¢. 10, zvySenou koncentraci HSP70. Nejvétsi rozdil 1ze sledovat u
proteinti o velikosti 33 kDa, které u izolati M1 a 42 tvoii vice nez 70% celkovych HSP70.
U izolatu 48, lze sledovat zvySenou koncentraci u proteind o velikostech 73 a 38 kDa ato o
Ctyfi-krat a dva-krat v daném potadi. Nelze pozorovat rozdily v zastoupeni koncentrace
HSP70 proteini mezi kontrolnim neoSetfenym izoldtem a neoSetfenym izoladtem
infikovanym V. longisporum. V porovnani s neoSetfenym izoldtem infikovanym houbou
A. brassicola, ktera podle Obr. €. 10 vykazuje nejvyssi zastoupeni HSP70, lze pozorovat
rozdily, hlavné u proteini o velikostech 56 a 33 kDa, kde u neoSetieného izolatu
infikovaného A. brassicola, 33 kDa proteiny tvoii 80% vSech proteini. U izolath
infikovanych V. longisporum, l1ze pii proteinech o velikostech 73, 56 a 38 kDa pozorovat
relativné stejné zastoupeni v porovnani s neosetienym izolatem. Naproti tomu, u proteinti o
velikostech 33 kDa, lze pozorovat narast a to Ctyfi-krat u izolatu M1, tfi-krat u izolatu 48 a
patnact-krat u izolatu 42. U izolatt infikovanych patogenem A. brassicola, lze jediné
pozorovat narust proteinti o velikostech 73 kDa u izolatu M1 a u proteinu o velikosti 38 kDa

u izolatu 42. U zbylych izolati 1ze pozorovat pokles v zastoupeni.
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Obr. €. 11 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni relativnich intenzit jednotlivych proteinii HSP70
rostlin rajcete programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostiedni skupina,
V, znaéi skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaci skupinu infikovanou patogenem
A. brassicola. Zkratky, vramc i skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znaci izolaty neoSetfené oomycetami P.

oligandrum, M1, 42 a 48 znaci izolaty oSetiené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.

4.2.2. HSP90

Dalsi skupinou proteinti, ktera byla v této praci imunochemicky sledovana, byly HSP90.
Obr. €. 12, na nasledujici stran¢, dokumentuje nitrocelulosovou membranu s proteiny, které
interagovaly s protilatkou proti tomuto proteinu. Na membrané je vidét zastoupéni proteint
o velikosti 80 kDa, ale i fadu dalsich proteini o mensich molekulovych hmotnostech.
Proteiny HSP90 o relativni molekulové hmotnosti 80 kDa byly nejvice zastoupeny v listech
rajcat infikovanych A. brassicola a neoSetfenych P. oligandrum. Infekce pomoci V.
longisporum neméla na tento protein vliv. OSetteni rostlin oomycetou P. oligandrum mélo
vliv na mnoZstvi tohoto proteinu, nékteré kmeny P. oligandrum ho zvySovaly, nékteré

snizovaly.
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Obr. ¢ 12 - Imunochemicka detekce proteini HSP90 u izolati z rajcete: Nitrocelulosova membrana zobrazuje pravou
skupinu, K, znacici kontrolni izolaty. Prostfedni skupinu, V, znacici skupinu infikovanou patogenem V. longisporum.
Levou skupinu, A, znacici skupinu infikovanou patogenem A. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty,

kde N, znaci neoSetfené izolaty, M1, 42 a 48 znaci specifické izolaty oSetfené riznymy kmeny oomycety P. oligandrum.
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Obr. ¢. 13 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni souctu relativnich intenzit proteinit HSP90 rostlin
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rajcete programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znac¢i kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina, V, znaci
skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaci skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola.
Zkratky, v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znaci izolaty neosetfené oomycetami P. oligandrum, M1, 42 a 48

znaci izolaty oSetiené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.
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Na Obr. €. 14 1ze pozorovat detailnéjsi denzitometrickou analyzu i daSich proteinti, které
interagovaly s protilatkou proti HSP90. U neinfikovaného izolatu M1 lze pozorovat
zvySenou expresi jenom u proteini o velikosti 45 a 35 kDa, kde se zastoupeni 35 kDa
proteind zvysila témét o trojnasobek. U izolatu 42, kde podle Obr. €. 13, nedoslo ke zméné,
ale u proteinit o velikosti 80 a 45 kDa doslo k nartstu a to u obou o témet 100%. U
neosetfeného izolatu, infikovaného houbou V. longisporum, lze pozorovat pokles u proteini
o vsech velikostech, kromé¢ proteinu o velikosti 35 kDa, u kterého dosSlo témét k
trojnasobnému zvyseni zastoupeni. Naproti tomu, neoSetfeny izolat infikovany houbou
A. brassicola, doslo ke zvySeni zestoupeni u proteinii o velikostech 57, 45 a 35 kDa o
trojnasobek a u 80 kDa proteinu o dvojnasobek. U oSetfenych izolati infikovanych
V. longisporum, lze pozorovat u vSech protienli zvySeni zastoupeni, krom¢ proteinli o
hmotnosti 35 kDa, kde izolaty M1 a 42 obsahuji poloviéni zastoupeni v porovnéni
s neoSetfenym izolatem, kromé izolatu 48, u kterého Ize sledovat zvySeni o 16%. U izolath
infikovanych patogenem 4. brassicola, 1ze pozorovat u vSech proteinti ke snizeni zastoupéni,

jak jiz bylo zminéno a ukdzano na Obr. €. 13.
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Obr. ¢. 14 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni relativnich intenzit jednotlivych proteini HSP90

48

relativni intenzita zabarveni
48
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rostlin rajcete programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, zna¢i kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostiedni skupina,
V, znaéi skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaéi skupinu infikovanou patogenem
A. brassicola. Zkratky, vramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znali izolaty neoSetfené oomycetami P.

oligandrum, M1, 42 a 48 znadi izolaty oSetiené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.
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4.3. Sledovani ptitomnosti PR proteinil v izolatech z rajcete

jedlého

Dalsimi proteiny, které isce souvisi s patogenezi, jsou pathogenesis related protiens, tedy

PR proteiny.

4.3.1. PR-1

Imunochemickd detekce proteini na nitrocelulosové membrané, které interagovaly
s protilatkami proti PR-1, ukazuje Obr. €. 15. Intenzita prouzki byla velmi slaba, proteiny

jsou patrné pouze pro rostliny tabdku, a to v oblasti molekulové hmotsnoti od 14 az do
18 kDa.
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Obr. ¢. 15 - Imunochemicka detekce proteinii PR-1 u izolati z rajcete: Nitrocelulosova membrana zobrazuje pravou
skupinu, K, znacici kontrolni izolaty. Prostfedni skupinu, V, znacici skupinu infikovanou patogenem V. longisporum.
Levou skupinu, A, znacici skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty,

kde N, znaci neoSetfené izolaty, M1, 42 a 48 znaci specifické izolaty oSetfené riznymy kmeny oomycety P. oligandrum.
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4.3.2. PR-2

Skupinu PR-2 tvofi mnoho proteinti, o riznych velikostech, se stejnou funkci. Velikostné,
se tato skupina pohybuje v rozmezi od 30 do 40 kDa (1.2.2.). Pfitomnost PR-2 proteind, u
rostlin rajcete, byla imunochemicky stanovena a vysledna nitrocelulosova membrana je
zobrazena na Obr. €. 16. Analyzou nitrocelulosové membrany, byly identifikovany dva typy
PR-2 proteint, a to tfidy I a tfidy II. Denzitometrické vyhodnoceni zastoupeni celkové
PR-2 proteinti je zobrazeno na Obr. €. 17 (str. 42) a vyhodnoceni jednotlivych stanovenych

proteind je nasledné na Obr. €. 18 (str. 43).
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Obr. €. 16 - Imunochemicka detekce proteinti PR-2 u izolatd z rajéete: Nitrocelulosovda membrana zobrazuje pravou
skupinu, K, znacici kontrolni izolaty. Prostfedni skupinu, V, znacici skupinu infikovanou patogenem V. longisporum.
Levou skupinu, A, znacici skupinu infikovanou patogenem A. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty,

kde N, znaci neoSettené izolaty, M1, 42 a 48 znaci specifické izolaty oSetfené riznymy kmeny oomycety P. oligandrum.

Z Obr. €. 17 lze pozorovat nejvyssi relativni intenzitu prouzkl v kontrolnim neoSetfeném
izolatu, NK. VSechny ostatni izolaty, v porovnani s NK izolatem, zastavaji v rozmezi 40-
70% relativni intenzity. V kontrolnich rostlinach oSettenych P. oligandrum bez infekce,
nelze pozorovat rozdil. Porovnanim jenom neoSettenych izolatl, infikovanych patogennimi
houbami a neinfikovaného, lze pozorovat rapidni pokles PR-2 proteinii pfi infekci
V. longisporum na 43% relativni intenzity, a pokles na 67% relativni intenzity pii infekci
A. brassicola. U izolatl, infikovanych patogenem V. longisporum, lze pozorovat pokles
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PR-2 proteinti u izolatu M1 na ptiblizné¢ 60% a u izolatu 42 na 95%, v porovnani s jejich

neosetfenym izolatem, NV. U izolatu 48, lze pozorovat, jako u jediného, nartst PR-2

0.9

proteint o0 20%. U izolatd, infikovanych A. brassicola, 1ze pozorovat jenom pokles proteind.
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Obr. ¢. 17 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni souc¢tu relativnich intenzit proteini PR-2 rostlin

relativni intenzita zabarveni

rajcete programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina, V, znaci
skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaci skupinu infikovanou patogenem A. brassicola.
Zkratky, v ramci skupin, znadi jednotlivé izolaty, kde N, znadi izolaty neoSetiené oomycetami P. oligandrum, M1, 42 a 48

znadi izolaty oSetfené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.

Detailnéjsi rozbor relativnich intenzit jednotlivych tfid PR-2 proteinti je zobrazen na Obr.
¢. 18, na nasledujici strang. Obecné, lze pozorovat vyssi zastoupeni proteint ttidy I,
v porovnani s ttidou II, ktera tvoti pfiblizné€ jenom polovicni podil. U kontrolnich izolati l1ze
pozorovat pokles obou typl proteind stejnym podilem, jako bylo mozné sledovat na Obr.
¢. 17. U izolath infikovanych V. longisporum, 1ze pozorovat ptedpokladany pokles relativni
intenzity u proteind tfidy I, ale zddnou zménu u proteint tfidy II u izolatd M1 a 42. Izolat
48, proteiny tiidy II, ukazuji velké zvySeni relativni intenzity o 190%, v porovnani
s neoSetfenym izoatem, NV. U izolatl infikovanych A. brassicola, 1ze pozorovat pokles u
proteint tfidy I v porovnani s neoSetfenym izoladtem, a minimalni zménu relativni intenzity

u tfidy II.
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Obr. ¢. 18 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni relativnich intenzit jednotlivych proteini PR-2
rostlin rajcete programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina,
V, zna¢i skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaci skupinu infikovanou patogenem A.
brassicola. Zkratky, v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znaci izolaty neoSetfené oomycetami P. oligandrum,

M1, 42 a 48 znadi izolaty oSetiené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.

4.3.3. PR-3

Skupina PR-3 proteinti je rozdé€lena na Sest tiid podle jejich strukturni homologie. Podle
relativnich molekulovych hmotnosti, byly v rostlinach raj¢ete imunochemicky detekovany
a identifikovany tfi PR-3 proteiny, a to tfidy II, IV a V. Vyslednda membrana po
imunochemické detekci PR-3 proteint ve vSech experimentalich skupinach je zobrazena na

Obr. €. 19, na nasledujici strané.

Nasledné denzitometrické vyhodnoceni, celkové stanovenych PR-3 proteind, je na Obr.
¢. 20, na nasledujici strané. Zde lze pozorovat obecny nariist PR-3 proteinti u rostlin
infikovanych houbou A4. brassicola v porovnani s kontrolnimi izolaty. U kontrolnich izolatd,
oSetfenych oomyceotu P. oligandrum, doslo k poklesu PR-3 proteinl v porovnani s jejich
neoSetfenym izolatem. U izolatd infikovanych patogeny, 1ze sledovat narist proteinti u vSech
izolatd. U izolatl infikovanych patogenni houbou V. longisporum, se ptedevsim jedna o
izolat 42 a z izolatl infikovanych A. brassicola, se jedna o izolat M1.
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Obr. ¢. 19 - Imunochemicka detekce proteinii PR-3 u izolatii z rajéete: Nitrocelulosova membréna zobrazuje pravou
skupinu, K, znacici kontrolni izolaty. Prostfedni skupinu, V, znacici skupinu infikovanou patogenem V. longisporum.
Levou skupinu, A, znacici skupinu infikovanou patogenem A. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty,

kde N, znaci neoSetfené izolaty, M1, 42 a 48 znaci specifické izolaty oSetfené riznymy kmeny oomycety P. oligandrum.
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Obr. ¢. 20 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni souctu relativnich intenzit proteini PR-3 rostlin
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rajcete programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znac¢i kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina, V, znaci
skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, zna¢i skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola.
Zkratky, v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znaci izolaty neosetfené oomycetami P. oligandrum, M1, 42 a 48

znadi izolaty oSetiené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.
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Na Obr. ¢. 21 lze sledovat zastoupeni jednotlivych tfid v PR-3 protein v jednotlivych
experimentalnich skupinach. Nejhojnéji zastoupené PR-3 proteiny jsou proteiny II. tfidy a
tvofi v priméru 65% u rostlin neinfikovanych, 85% u rostlin infikovanych houbou
V. longisporum a 50% u rostlin infikovanych A. brassicola. Na druhou stranu, nejméné
zastoupené PR-3 proteiny, jsou proteiny V. tfidy. U kontrolnich izolatd rostlin osetfenych
jenom P. oligandrum, je u Il. a IV. tfidy, mozné vidét pokles koncentrace proteini mezi
neoSetfenym izolatem a izoldzy M1, 42 a 48. U rostlin infikovanych houbami
V. longisporum a A. brassicola lze, u obou piipadl, pozorovat nariist vétSiny proteinti ze
skupiny PR-3. Nejvyssi narast 1ze pozorovat u izolatu 42, pti infekci V. longisporum, kde
dochazi k nartstu vsech tfid proteind a u izolatu M1, pii infekci 4. brassicola, kde hlavné
dochazik nartstu II. tfidy. Na rozdil od kontrolnich neinfikovanych izolati, kde koncentrace
PR-3 proteinil V. tfidy mezi jednotlivymi izolaty je neménna, u infikovanych izolatd, je vidét
narust. U izolath 4. brassicola, pti proteinech 1V. tfidy, 1ze pozorovat stejné chovani jako u

kontrolnich izolati, kde lze sledovat 40% pokles v koncentraci.
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Obr. ¢&. 21 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni relativnich intenzit jednotlivych proteini PR-3
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rostlin rajcete programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostiedni skupina,
V, znaéi skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaéi skupinu infikovanou patogenem
Alternaria. Zkratky, v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znadi izolaty neosetfené oomycetami P. oligandrum,

M1, 42 a 48 znadi izolaty oSetiené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.
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4.4. Mnozstvi proteinll v izolatech z rostlin fepky olejné

oSetfenych oomycetami Pythium oligandrum

Podobné jako v ptipadé rostlin rajcat, byly stejné parametry sledovany také pro rosltiny
fepky oSetfené oomycetami P. oligandrum a infikované fytopatogennimi houbami

V. longisporum a A. brassicola.

4.5. Sledovani ptitomnosti heat shock proteinll v izolatech z fepky

olejné

Podobné, jako i s rostlinami rajcete z piedesli kapitoly, byla provedena extrakce proteint z
listd fepky olejné (kapitola 3.5.1.). Vysledné hodnoty koncentraci proteinti v jednotlivych
izolatech jsou zobrazené¢ na Obr. €. 22, na ndsledujici strané. Primérnad koncentrace
extrahovanych proteintl je pfiblizné 3 mg ml'. V rdmci jednotlivych skupin, se koncentrace
pohybuji v malém rozmezi, krom¢ neoSetten¢ho izoldtu N infikovaného V. longisporum,

ktery od dané skupiny obsahuje dva-krat tak vyssi koncentraci.
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Obr. ¢&. 22 — Koncentrace rozpustnych proteini v rostlinnych extraktech z fepky: Leva skupina, K, znaci kontrolni
vzorek. Prostfedni skupina, V, znaéi skupinu infikovanou patogenem Verticilium. Prava skupina, A, znacéi skupinu
infikovanou patogenem A. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty oomycety P. oligandrum, kde
K, znaci kontrolni izolaty, M1 znaci izolaty obsahujici komercni pfipravek ochrany rostlin Polyversum®, 42 a 48 znaci

specifické izolaty P. oligandrum.

4.5.1. HSP70

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.2.1, skupinu HSP70 proteint tvofi proteiny v rozmezi
molekulovych hmotnosti 66-78 kDa. TakZe opét, i u rostlin fepky, lze predpokladat nejvyssi
zastoupeni v této oblasti. Vyslednd membrana po imunochemické detekci HSP70 proteinti

je zobrazena na Obr. €. 23, na nasledujici strané.

Na Obr. ¢. 23 jsou vidét proteiny jenom v oblasti 33 kDa. Vice zastoupené jsou jen
v rostlinach fepky oSetfené oomycetami P. oligandrum M1, 42 a 48 infikované houbou
A. brassicola, pro izolat M1 plati i v ptipad€ infekce V. longisporum. U ostanich izolatl je

vidét minimalni naznak pfitomnosti jakychkoliv jinych HSP70 proteini.
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33kDa —

Obr. ¢&. 23 - Imunochemicka detekce proteini HSP70 u izolati z Fepky: Nitrocelulosova membrana zobrazuje pravou
skupinu, K, znacici kontrolni izolaty. Prostfedni skupinu, V, znacici skupinu infikovanou patogenem V. longisporum.
Levou skupinu, A, znacici skupinu infikovanou patogenem A. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty,

kde N, znaci neoSetfené izolaty, M1, 42 a 48 znaci specifické izolaty oSetfené riznymy kmeny oomycety P. oligandrum.

Denzitometrické vyhodnoceni membrany je zobrazeno na Obr. €. 24, na nasledujici strané.
Zde lze vidét uneoSetienych rostlin nizké zastoupeni HSP70. Infekce houbou
V. longisporum zplUsobuje zvySeni proteint HSP70 ptedev§im pro izolat M1, u kterého 1ze
pozorovat Ctyfi-krat vyssi zastoupeni HSP70 proteinll neZ u izolatd 42 a 48. Infekce houbou
A. brassicola vede ke zvySeni zastoupeni HSP70 ve vSech rostlinnych izolatech oSetfenych

P. oligandrum, nejvic pro izolat 42.
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Obr. €. 24 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni souctu relativnich intenzit proteini HSP70 rostlin
Fepky programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina, V, znaci
skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, zna¢i skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola.
Zkratky, v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znadi izolaty neoSetiené oomycetami P. oligandrum, M1, 42 a 48

znaci izolaty oSetfené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.

4.5.2. HSP90

Po imunochemické detekci protilaitkami proti HSP90, bylo nalezeno vice protein
v rostlinach oSetienych P. oligandrum o rozdilnych molekulovych hmotnostech. Vysledna
membrana po vizualizaci je zobrazena na Obr. €. 25, na nasledujici strané, ke které celkové
denzitometrické vyhodnoceni zastoupeni HSP90 fepky, je zobrazeno na Obr. €. 26, na str.
51. Bylo sledovéno i zastoupeni jednotlivych proteinti, které interagovali s protilatkami proti
HSP90 ve vSech experimentalnich skupinach fepky olejné, je zobrazeno na Obr. €. 27, str.
52. Interakce s protilatkou proti HSP90, byla zjisténa pro proteiny o relativni moelkulové

hmotnsoti 43 kDa, 38 kDa a 31 kDa.
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Obr. ¢&. 25 - Imunochemicka detekce proteini HSP90 u izolati z Fepky: Nitrocelulosova membrana zobrazuje pravou
skupinu, K, znacici kontrolni izolaty. Prostfedni skupinu, V, znacici skupinu infikovanou patogenem V. longisporum.
Levou skupinu, A, znacici skupinu infikovanou patogenem A. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty,

kde N, znaci neoSetfené izolaty, M1, 42 a 48 znaci specifické izolaty oSetfené ruznymy kmeny oomycety P. oligandrum.

Z Obr. €. 25 byly identifikovany tti izoformy HSP90, v rozmezi molekulovych hmotnosti od
43 kDa do 31 kDa. Z membrany lze pozorovat vyssi zastoupeni u izolatii infikovanych
patogenni houbou 4. brassicola, nejvice u izolatu 48, coz také potvrzuje Obr. €. 26. Z Obr.
¢. 26 lze pozorovat pomérné vysoké zastoupeni HSP90 v kontrolnim neoSetfeném izolatu,
kdezto u neoSetfenych izolati infikovanych patogeny, zastoupeni proteinli je velmi nizké.
Presnéji u neoSetfené¢ho izolatu infikované¢ho V. longisporum, nebyla nalezena Zadna
piitomnost proteind. Naproti tomu, u izolatlh M1 a 42 koncentrace je mnohem vyssi, piesnéji
osm-krat vy$§iu M1 a Sest-krat vysS§i u 42 neZ u izolatu 48, ktery jevi minimalni zastoupeni
proteinll. U izolath M1 a 42, po infekci A. brassicola, 1ze pozorovat podobny narist
koncentrace jako u izolath infikovanych V. longisporum. Kdezto, izolat 48 jevi nejvyssi

zastoupeni HSP90.
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Obr. €. 26 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni souctu relativnich intenzit proteini HSP90 rostlin
Fepky programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina, V, znaci
skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, zna¢i skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola.
Zkratky, v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znadi izolaty neoSetiené oomycetami P. oligandrum, M1, 42 a 48

znaci izolaty oSetfené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.

V podrobnéjSimm denzitometrickém vyhodnoceni, které je zobrazeno na Obr. ¢. 26, na
nasledujici strané, lze vidét pomérné stejné zastoupeni izoforem HSP90 u kontrolniho
neoSetien¢ho izolatu. U izolath infikovanych V. longisporum, lze pozorovat velmi rozdilné
zastoupeni izoforem HSP90 u jednotlivych izolati. U M1, Ize pozorovat nejvyssi zastoupeni
u proteini o velikosti 43 kDa, kdezto zbylé izoformy lze pozorovat pi1 polovicnich
koncentracich. Na rozdil, u izolatu 42 1ze nejvyssi zastoupeni pozorovat pii velikosti 31 kDa.
U izolatt infikovanych patogenem A. brassicola, 1ze pozorovat velmi podobné chovani
zastoupeni izoforem u jednotlivych izolatl, jako u izolath infikovanych V. longisporum.
Pomér zastoupeni jednotlivych HSP90 u izolatu M1, je vice vyrovnan nez u Ml
V. longisporum, ale opét 1ze sledovat nejniZsi zastoupeni u 38 kDa izoformy a o mnoho vyssi
zastoupeni u zbylych izoforem. U izolatu 42, Ize opét sledovat stejny pomér izoforem jako
u izolatu 42 infikovaného V. longisporum, kde nejvyssi zastoupeni tvoii 31 kDa izoforma a

Ctyfi-krat niZsi zastoupeni maji zbylé izoformy.
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Obr. €. 26 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni relativnich intenzit jednotlivych proteini HSP90

rostlin Fepky programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaéi kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina,

V, znadi skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaci skupinu infikovanou patogenem

A. brassicola. Zkratky, vramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znaci izolaty neoSetfené oomycetami P.

oligandrum, M1, 42 a 48 znaci izolaty oSetiené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.
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4.6. Sledovani pfitomnosti PR proteint proteinii v izolatech

z fepky olejné

4.6.1. PR-2

Detekce PR-2 proteinii ve vSech experimentalnich skupinach fepky olejné ukazuje Obr.

¢. 27 a denzitometrické vyhodnoceni na Obr. ¢. 28, na nasledujici strané.

48A 42A MIA NA 48V 42V M1V NV NK S

33 kDa —

Obr. €. 27 - Imunochemicka detekce proteinti PR-2 u izolatii z Fepky: Nitrocelulosovdi membrana zobrazuje pravou
skupinu, K, znacici kontrolni izolaty. Prostfedni skupinu, V, znacici skupinu infikovanou patogenem V. longisporum.
Levou skupinu, A, znacici skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty,

kde N, znaci neoSetfené izolaty, M1, 42 a 48 znaci specifické izolaty oSetfené riznymy kmeny oomycety P. oligandrum.

Z denzitometrického stanoveni Ize sledovat nulové zastoupeni PR-2 proteinli v kontrolni,
neoSetiené, rostliné. Naproti tomu, neosetiené izolaty infikované patogeny vykazuji zvySené
vlivy infekce, sice lze sledovat obrovsky rozdil v expresi PR-2 proteinli na rozdilné
patogeny. Rostliny oSettené oomycetou P. oligandrum a infikované 4. brassicola, vykazuji

vyznamné zvySeni PR-2, zvySeni i kdyZz vyrazné niz§i plati i pro infekci houbou
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V. longisporum. U izolatl infikovanych houbou V. longisporum, lze sledovat zvyseni
zastoupeni PR-2 proteinli u vSech izolatd, v porovnani s infikovanym a neoSetfenym
izolatem, NV. Nejvyssi zvysSeni lze sledovat u izoldtu M1, a to tii-krdt vyS$i nez u
neosetfeného izolatu. U izolatl infikovanych 4. brassicola 1ze sledovat o mnoho vyss$i narast
proteind nez u izolatl infikovanych V. longisporum. Zde, Ize sledovat nejvyssi zastoupeni u

neosetfeného izolatu a nasledné u izolati M1 a 42, které obsahuji o 20% méné proteint.
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Obr. ¢. 28 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni souc¢tu relativnich intenzit proteinii PR-2 rostlin
Fepky programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina, V, znaci
skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaci skupinu infikovanou patogenem A. brassicola.
Zkratky, v ramci skupin, znadi jednotlivé izolaty, kde N, znadi izolaty neoSetiené oomycetami P. oligandrum, M1, 42 a 48

znaci izolaty oSetfené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.

4.6.2. PR-3

Posledni vyhodnocena nitrocelulosovd membrana izolatl z fepky olejné je na Obr. €. 29, na
nasledujici strané. Lze sledovat expresi tfi typli PR-3 proteini v rozmezi molekulovych

hmotnosti od 21 kDa do 63 kDa.

Na Obr. ¢. 30, na str. 56, je zobrazené denzitometrické vyhodnoceni souctu vSech PR-3

proteinli detekovanych protilatkami proti PR-3. Zde, 1ze sledovat nejvyssi zastoupeni PR-3
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proteind u izolatu neosSetfeného i neinfikovaného zddnym patogenem. NeoSetfeny izolat
infikovany houbou V. longisporum, obsahuje témeft stejné zastoupeni PR-3 proteint, ale u
neosetfeného izolatu infikovaného houbou A. brassicola, jiz 1ze sledovat pokles o 40%,
v porovnani s neinfikovanym N izolatem. U oSetfenych izolati infikovanych
V. longisporum, v porovnani s neosetfenym, lze sledovat pokles proteinti a to o 40% u
izolatu M1, 25% u izolatu 42 a 30% u izolatu 48. Naproti tomu, izolaty infikované
patogenem A. brassicola, neprojevily zadné zmény v expresi PR-3 proteinti, ktom¢ izolatu

48, u kterého lze sledovat navyseni o 16%.

48A 42A MIA NA 48V 42V M1V B N;V NK S
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Obr. ¢. 29 - Imunochemicka detekce proteinti PR-3 u izolatii z Fepky: Nitrocelulosova membrana zobrazuje pravou
skupinu, K, znacici kontrolni izolaty. Prostfedni skupinu, V, znacici skupinu infikovanou patogenem V. longisporum.
Levou skupinu, A, znacici skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola. Zkratky v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty,

kde N, znaci neoSetfené izolaty, M1, 42 a 48 znaci specifické izolaty oSetfené riznymy kmeny oomycety P. oligandrum.
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Obr. ¢. 30 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni souctu relativnich intenzit proteini PR-3 rostlin
Fepky programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaci kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina, V, znaci
skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, zna¢i skupinu infikovanou patogenem 4. brassicola.
Zkratky, v ramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znadi izolaty neoSetiené oomycetami P. oligandrum, M1, 42 a 48

znaci izolaty oSetfené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.

Pti detailnéjSim provedené denzitometrického vyhodnoceni, lze pozorovat rozdilné ditribuce
jednotlivych tfid PR-3 proteinli v zavislosti na patogenu. Toto denzitometrické vyhodnoceni
je zobrazeno na Obr. ¢. 31, na nasledujici strané¢. U neoSetfeného a neinfikovaného
kontrolniho izolatu, l1ze pozorovat nejvyssi zastoupeni u PR-3 proteinli o molekulové
hmotnosti 25 kDa, co tvofi ptfiblizné polovinu z detekovanych proteint. Zbylé neoSetfené
izolaty obsahuji uplné jinou kompozici. U neosSetfené¢ho izolatu infikovaného patogenem
V. longisporum, lze pozorovat nejvyssi zastoupeni u 63 kDa izoformy, ktera tvofi vice nez
50%. Na druhou stranu, u neoSetfen¢ho izolatu infikovaného patogenem A. brassicola, 1ze
pozorovat nejvice zastoupené izoformy o velikostech 21 a 63 kDa, které tvoii 90%. Izolaty
infikované patogenem V. longisporum, obsahuji téméf stejné zastoupeni izoforem o
velikostech 21 a 25 kDa, jako neoSetfeny izolat NV, pfi¢emz u izolatu 42 lze i1 u téchto
izoforem pozorovat mirny pokles. U proteint o velikostech 63 kDa, 1ze pozorovat pokles u
vSech izolatl. U izolatu 42 se jedna o nejmensi pokles, o pfiblizné 15%, kdez to u izolatu 48
se jedna 0 40% a u izolatu M1 o 65%. Izolaty infikované patogenni houbou 4. brassicola,
obsahuji rozdilné zastoupeni izoforem PR-3 proteint, kdezto celkova koncentrace se
zachovava témér stejnd. U izoformy o velikosti 21 kDa, lze pozorovat pokles u vSech izolatu,

kde nejvétsi pokles je u izolatu M1 a to 0 40%, v porovnani s NA. U izoformy o velikosti 25
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kDa, ktera u neoseten¢ho izolatu tvoftila jenom 10% celkovych proteint, 1ze pozorovat péti-
nasobny nartst u izolatu 48. A pii izoformé o velikosti 63 kDa, lze zas pozorovat nartst

koncentrace u izolata M1 a 42, a to o0 40% u izolatu M1 a o 35% u izolatu 42.
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Obr. €. 31 — Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni relativnich intenzit jednotlivych proteini PR-3
rostlin Fepky programem GelAnalyzer: Leva skupina, K, znaéi kontrolni, neinfikovanou, skupinu. Prostfedni skupina,
V, znaéi skupinu infikovanou patogenem V. longisporum. Prava skupina, A, znaéi skupinu infikovanou patogenem
A. brassicola. Zkratky, vramci skupin, znaci jednotlivé izolaty, kde N, znaci izolaty neoSetfené oomycetami P.

oligandrum, M1, 42 a 48 znaci izolaty oSetiené specifickymi kmeny oomycety P. oligandrum.

57



5. Diskuze

Vliv fytopatogenii v rostlinach rajcat a fepky olejné na pritomnost heat shock proteini

Je znamo, Ze proteiny, které patii do velké rodiny heat shock proteinti, ovlivauji fadu
metabolickych procesti °. Bylo zji§téno, Ze exprese HSP se méni v souvislosti s mnoha typy
abiotického stresu, v poslednich letech je vénovana pozornost i biotickému stresu '4. V této
bakalafské praci jsme se zabyvali piitomnosti HSP70 a HSP90 v rostlinach rajcete jedlého a
fepky olejné oSetfenymi né€kolika riznymi kmeny oomycety Pythium oligandrum. Tento
organismus patii mezi prostfedky biologické ochrany rostlin, ktery ptisobi jednak jako
mykoparazit, ale 1 ,,priming* rostliny, tedy pfipravu na rychle;jsi a silnéj$i nastup obrannych
reakci. Vedle téchto U¢inka P. oligandrum poskytuje rostling také tryptamin, prekurzor

auxinu, ktery podporuje rist rostliny '*’.

Bylo zjisténo, ze v rostlinach rajcete oSetfenych kmeny P. oligandrum se zvySuje zastoupeni
proteintl, které interagovaly s protilatkami prott HSP70 (Obr. €. 9). Je zajimavé, Ze podil
proteinit o relativni molekulové hmotnosti 73 kDa byl pomérné maly, zvlasté v ptripade
nékterych izolatd. Rostliny rajcat oSetfené kmeny M1 a 42 P. oligandrum mély nejvice
proteint o relativni molekulové hmotnosti 33 kDa. Je mozné, ze se jedna o doménu HSP70
nebo degradacni produkty téchto proteini. Experimenty, které sledovaly vliv infekce
fytopatogennimi houbami, ukazaly, ze HSP70 jsou rovnéz zapojeny do metabolismu rostlin
rajcete za téchto podminek. Vyraznéjsi zvyseni zastoupeni téchto proteinti bylo zjisténo
v piipadé infekce houbou Alternaria brassicicola méné infekce Verticillium longisporum,
narist se tykal opét predevsim proteint o velikosti 33 kDa. V ptipad¢ rostlin fepky olejné
byl nalezen jediny protein o velikosti 33 kDa, jeho zastoupeni opét zvysila infekce
A. brassicicola, mén& V. longisporum. Zda se, ze metabolismus HSP70 se li§i mezi
jednotlivymi rostlinnymi druhy, avSak protein o velikosti 33 kDa se pravdépodobné ti¢astni

metabolismu za podminek infekce houbovymi patogeny.

Podobné trendy byly zjistény také pro jednotlivé skupiny HSP90. V ramci oSetieni rostlin
rajéat pomoci P. oligandrum, se ukazalo zvySeni proteinu 80 kDa a 45 kDa po oSetieni
kmenem 42, a 35 kDa po oSetfeni kmenem M1. Vliv patogennich hub je také vice patrny

v ptipad¢ infekce A. brassicicola, zvySeni zastoupeni proteinit 80 kDa, 57 kDa, 45 kDa a 35
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kDa a to ptedevsim v rostlinach neosetfenych oomycetou P. oligandrum. ZvysSeni je vidét 1
pro protein 35 kDa a izolaty 48 a 42 (Obr. €. 14). Vliv V. longisporum na proteiny HSP90 je
mensi. V rostlinach fepky bylo také nalezeno vice proteind, které interagovaly s protilatkami
proti HSP90, ato 43 kDa, 38 kDa a 31 kDa, avSak zadny v oblasti kolem 90 kDa. Pro rostliny
fepky neoSetiené¢ P. oligandrum plati podstatné snizeni vSech tii proteind vlivem hub
A. brassicicola a V. longisporum. Zvyseni HSP90 v rostlinach tepky osettené P. oligandrum
bylo zjisténo jen pro nékteré kombinace (A. brassicicola, kmen 48, 43 kDa a kmen 42, 31
kDa; V. longisporum, kmen M1, 43 kDa a kmen 42, 31 kDa). Z téchto dat vyplyva, Ze 1
skupina proteinlt HSP90 se podili na metabolismu rostlin v podminkach houbové infekce,

avSak komplexnim zplisobem a v zavislosti na rostlinném druhu.

Vliv fytopatogeni v rostlinach rajcat a fepky olejné na pritomnost PR proteini

S biotickym stresem, tedy s patogenezi souvisi ,,pathogenesis related proteins®, tzv. PR
proteini. I kdyz jejich funkce neni zcela jasna, mnohé maji enzymovou aktivitu, patii mezi
chitinasy, glukanasy nebo peroxidasy. V této bakalarské praci bylo sledovdno zastoupeni
PR-1, PR-2 a PR-3 proteinii v experimentalnich skupindch raj¢at a fepky olejné. Byl
sledovan vliv mofeni semen rostlin prostfedky na bazi kment P. oligandrum a vliv
houbovych fytopatogenli na ptitomnost téchto PR proteind. Z literatury nejsou znamy
podobné pokusy, které by sledovaly expresi PR proteint v rostlinach oSetfenych oomycetou
Pythium oligandrum. Satkova et al. (2017) sledovala v rostlinach rajcete po aplikaci elicitinu
oligandrinu mRNA pro chitinasy a glukanasy. Zjistila vyznamné zmény v jejich zastoupeni,

podobné jako po infekci Oidium neolycopersici '*2.

Ptitomnost PR-1 proteini byla testovana pomoci protilaitek proti PR-1 proteinu. Jeho
zastoupeni bylo velmi nizké, v rostlindch fepky nedetekovatelné, v rajcatech byla nizka

pritomnost zjisténa v rostlinach infikovanych houbou A. brassicola.

PR-2 proteiny byly patrné ve vSech rostlinach rajcat, jak osetfenych kmeny P. oligandrum,
tak infikované 4. brassicicola a V. longisporum. OSetieni rostlin rajéat kmeny P. oligandrum
znamenalo spiSe sniZzeni PR-2 proteintl, infekce 4. brassicicola a V. longisporum zastoupeni
ttidy I a II PR-2 proteint pfili§ neovlivnilo. Tento vysledek byl znacné€ piekvapivy, nebot’
mnoho typdl biotického stresu vede ke zvySené expresi PR-2 proteinti *®. Z dosavadnich
vysledkl vyplyva, Ze v rostlindch rajcat by mohla byt exprese PR-2 proteinti konstitutivni.
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Mnozstvi PR-2 proteint se v priubéhu infekce a ispéSnymi obrannymi reakcemi mtize vracet
jejich koncentraci na zékladni hladinu. Jina situace byla zjiSténa pro rostliny fepky olejné,
kde v neinfikovanych kontrolnich rostlindch nebyl PR-2 protein nalezen, niz§i hodnoty byly
v rostlinach tepky infikované houbou V. longisporum a vyssi hodnoty v zastoupeni PR-2

proteinti po infekci A. brassicicola.

PR-3 proteiny v raj¢atech byly detekovany ve formé ttidy II, IV, a V, avSak vSechny byly
nalezeny i1 v neinfikovanych kontrolach, zvyseni bylo patrné jen pro tfidu V a infekci

A. brassicicola. Podobna situace byla 1 v ptipad¢ rostlin fepky olejné.
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Shrnuti

Byly zjistény proteiny, které interagovaly s protildtkami proti HSP70. V ptipadé
rostlin raj¢ete jedlého mély relativni molekulovou hmotnost 73 kDa, 56 kDa, 38 kDa
a 33 kDa, v rostlinach fepky olejné byl nalezen pouze protein o velikosti 33 kDa.
Vlivem infekce patogennimi houbami Alternaria brassicicola a Verticillium

longisporum se zvysilo zastoupeni pfedevsim proteinu 33 kDa.

Proteiny, které interagovaly s protilaitkami proti HSP90, mély v rostlinach rostlin
rajcat relativni molekulovou hmotnost 80 kDa, 57 kDa, 45 kDa a 35 kDa. Jejich
zvyseni vlivem houbové infekce bylo zjiSténo pro rostliny oSetfené nékterymi kmeny
Pythium oligandrum. V rostlinach fepky mély tyto proteiny velikost 43 kDa, 38 kDa
a 31 kDa. Vlivem infekce Alternaria brassicicola a Verticillium longisporum doSlo
k podstatnému snizeni téchto proteinti v rostlinach neoSettenych kmeny Pythium

oligandrum.

PR-1 proteiny byly v infikovanych rostlinach raj¢at zastoupeny velmi slabé,

v rostlinach fepky olejné byly nedetekovatelné.

PR-2 proteiny byly pfitomny v rajatech i v neinfikovanych kontrolach, vlivem
infekce Alternaria brassicicola a Verticillium longisporum doslo spiSe k jejich
snizeni. Jind situace byla v rostlinach fepky olejné, PR-2 proteiny byly syntetizovany

pouze vlivem infekce.

PR-3 proteiny byly zastoupeny v rostlindch i bez infekce, v rajcatech se vlivem

Alternaria brassicicola zvySuje pouze tiidaV.
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