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Cile prace:

V teoretické Casti diplomové prace bylo cilem vypracovani literarni reserSe shrnujici
aktualni poznatky o rostlinnych odpovédich a obran¢ proti teplotnimu stresu, se
zamétenim na ulohu tzv. heat-shock proteinti (HSP) v rostlinach.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo optimalizovat stanoveni HSP
metodou Western blot pro genotyp raj¢ete Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom. DalS$im
cilem bylo studium hladin reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) ve vztahu
ke zménam akumulace specifickych forem HSP v listech raj¢at vystavenych teplotnimu

stresu, kyseling salicylové a biotrofnimu patogenu.



UVOD

1.1 Vyznam teplotniho stresu u rostlin

Rostliny jsou jako piisedlé organismy vystaveny trvale ménicim se vné&j§im podminkam,
vaci kterym musi reagovat apravou svého metabolismu procesem zvanym aklimatizace
(Mittler et al., 2012). Stres v rostlinach je vyvolana nefyziologicka situace vznikla
pusobenim nepiiznivych vné&jsich faktorti nebo jejich zmén v okolnim prostiedi (Reis et
al., 2012). Mezi zdroje stresu patii sucho, salinita, pasobeni chemikalii a t€Zkych kovu,
extrémni teploty, UV zafeni, mechanické poskozeni a Gitoky patogent a Skiadcia (Gould et
al., 2003).

Teplota je jednim z hlavnich fyzikéalnich parametra, které ovlivituji zivot na Zemi.
Vysledkem je, ze témét vSechny zivé organismy vyvinuly signdlni drdhy k vniméni
mirnych zmén teploty v okoli a k upraveni jejich metabolismu a bunéénych funkci, aby
nedoslo k poskozeni teplotnim stresem. Reakce rostlin i jinych organismt na zvysenou
teplotu zahrnuji zmény transkriptomu, proteomu, metabolomu a lipidomu, aby se vytvofil
novy ustaleny stav metabolickych procest, ktery umozni organismu fungovat, prezit,
a dokonce reprodukovat pti vyssi teploté (Mittler et al., 2012).

Klimatické zmény a globalni oteplovani jsou i piesto stalou hrozbou pro zdravi rostlin.
Kontinuélni nérlst teploty, fadici se mezi abiotické stresy, pfedstavuje vyrazny negativni
vliv na rast rostlin, produkci plodin a vynosy (Zafar et al., 2016), které napt. u ryze
poklesnou 0 10 % pii kazdém zvyseni o 1 °C nad optimalni teplotu (Timperio et al.,
2008). Obecné plati, ze pirechodné zvyseni teploty, obvykle 0 10 az 15 °C nad béZnou
teplotu, je povazovano za teplotni Sok nebo stres. Teplotni stres je komplexni funkci
teploty ve stupnich, doby trvani, a tempa rustu teploty (Wahid et al., 2007). Je o¢ekavano,
ze vysoké teploty se budou vyskytovat v budoucnu ¢astéji v disledku sklenikového efektu
(Zafar et al., 2016). Plynné emise v dusledku lidské ¢innosti jsou v podstaté ptispévkem
ke stavajicim koncentracim sklenikovych plynd, zejména oxidu uhli¢itého, methanu
a oxidi dusiku (Wahid et al., 2007).

Vysoké teploty inhibuji bobtnani pylovych zrn béhem kveteni a pfispivaji k jejich
Spatnému uvolnovani, omezuji rast rostlin (Zafar et al., 2016). Stres vysokou teplotou
ovliviiyje stabilitu riznych proteini, RNA a cytoskeletarnich struktur, zvySuje fluiditu
membran, méni G¢innost enzymatickych reakci v buiice, coz naruSuje stav metabolické
drahy (Mittler et al., 2012). Je pric¢inou ztraty kvartérni struktury proteinovych komplex,
vyskytujicich se v riznych metabolickych drahach, znichz vétSina zahrnuje pienos

elektronii. Dochazi k rozpojeni drah a k pfechodu elektronli na molekuly kysliku
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za vzniku toxickych ROS (Timperio et al., 2008), a nasledné peroxidaci fosfolipidi,
remodelaci membranovych fosfolipidi, oxidativnimu poskozeni proteini ¢i poskozeni
jaderné a mitochondrialni DNA (Qu et al., 2013). Ukazatelem oxidativniho poskozeni
membran je zvySena hladina malonaldehydu (Larkindale a Knight, 2002).

Nicméné mirné teplotni zmény nemusi byt pro rostliny vzdy skodlivé. Teplotni zmény
mohou regulovat pohyby, jako je otevirani a zavirani kvétu, hraji roli pfi resetovani
vnitinich hodin a denni synchronizaci (Ruelland a Zachowski, 2010).

Odezva na teplotni Sok je charakterizovana dramatickymi a rychlymi zménami
v transkripci a translaci. Mezi drahy odpovédi na teplotni stres patii rychla akumulace
proteind teplotniho Soku (HSP), které maji dilezitou ochrannou roli pfi riiznych stresech
(Zafar et al., 2016). Jejich produkce se zvySuje u rostlin, které pocituji nahlé nebo
postupné zvySovani teploty, 1 kdyZ n€které HSP jsou vyvolany i pfi nizkych teplotach
(Kubienova et al., 2013a). Indukce HSP se zda byt univerzalni odpovédi teplotniho stresu
a je pozorovana Ve vSech organismech. Hlavni tfidy HSP jsou vysoce homologni mezi
odlisnymi organismy (Wahid et al., 2007).

Rovnéz i jiné procesy, nez indukce HSP jsou potfebné k preziti rostliny po vystaveni
teplotnimu stresu. Pro odolavani vysokym teplotdim je produkovano mnoho obrannych
enzymu, antioxidanti a hormont, které tvofi sit€ odpovédi na teplotni stres (Qu et al.,
2013).

Rostlinné hormony (kyselina salicylova, kyselina abscisova, ethylen), reaktivni formy
kysliku i vapnik piispivaji k signalizaci béhem teplotniho stresu a chrani rostliny
pied teplotné indukovanym oxida¢nim poSkozenim. Bylo prokazano, Ze inhibitory
signalnich drah véapniku a inhibitory kalmodulinu omezuji pfeziti a zvySuji Unik
elektrolytu ptes poskozené membrany pii puisobeni teplotniho stresu v kukutici. Vapnik
muze byt zapojen v nékterych signalnich drahach pro vnimani teplotniho stresu a ziskani
termotolerance. Transgenni rostliny obsahujici nizsi hladiny ethylenu (ETR-1), kyseliny
abscisové (Abi-1) ¢i kyseliny salicylové (NahG) vykazuji zvySenou citlivost na teplotu.
Viapenaté ionty, kyselina salicylovd, abscisova a ethylen jsou oznaCovani jako druzi
poslové v signalizacich riznych strest (Larkindale a Knight, 2002).

Proteomicka tvarnost remodelujici se béhem obdobi vyvojovych zmén umoziuje
rostlindm reagovat na rtizné podminky zivotniho prostfedi, abiotické i biotické stresy, jez
snizuji prumérné vynosy vétsiny zemédelskych plodin o vice nez 50 % (Timperio et al.,
2008). Udrzeni proteint v jejich funkéni nativni konformaci a zabranéni agregace

poskozenych proteint (Obr. 1) je dulezité pro pieziti bunécného stresu (Park a Seo, 2015).
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Pochopeni molekularniho mechanismu reakce teplotniho stresu a chov teplotné
tolerantnich rostlin jsou nezbytné kroky pro zajisténi kvalitnich vynosu plodin
anaslednou produkci potravin. Ztohoto divodu je v posledni dobé mechanismu
odpovédi na teplotni Stres Vv rostlindich — zejména v plodinach, a péstovani teplotné

tolerantnich odriid vénovano mnoho pozornosti (Qu et al., 2013).

Obr. 1: Proteinovy agregat. K agregaci dochazi u neslozenych proteind, které podlehly denaturaci.
U spravné slozenych proteinti jsou hydrofobni centra tvoiena hydrofobnimi aminokyselinami a
obklopena hydrofilnimi aminokyselinami. Po teplotni denaturaci jsou hydrofobni centra protein
vystavena do okolniho prostoru a maji tak moznost interagovat s hydrofilnimi aminokyselinami
jinych proteint a proteiny se tak vzajemné t€mito interakcemi shlukuji (pfevzato z: Fawzi et al.,
2007).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Rostlinné heat-shock proteiny (HSP)

2.1.1 Nomenklatura a rozdéleni HSP do rodin

Proteiny teplotniho Soku (HSP) jsou skupinou konzervovanych proteint, které jsou
indukovany nebo nadmérné exprimovany u prokaryot a eukaryot pii zvySenych, ale
i nizSich teplotach oproti normalni teploté, pfi mechanickych poranénich, infekcich
patogeny, pusobeni chemickych latek a pti oxida¢nim stresu (Cronje a Bornman, 1999).

Produkty gentt HSP jsou u rostlin déleny do péti skupin/rodin podle jejich molekulové
hmotnosti. I kdyz proteiny teplotniho Soku maji mnoho spole¢nych vlastnosti, kazda
skupina predstavuje zvlastnosti tykajici se mechanismu jejich ucinku, substratové
specificity, zavislosti ¢i nikoli na ATP, intracelularni lokalizace a typu stresu, ve kterém
mohou byt zapojeny (Wirth et al., 2002).

Ekvivalentni rodiny HSP se oznacuji odliSnymi nazvy u eukaryot a u bakterialniho
modelu reprezentujiciho prokaryota — Escherichia coli. Proteiny teplotniho Soku
s molekulovou hmotnosti kolem 100 kDa se oznacuji jako HSP100 u eukaryot, jako ClpB
u E. coli. Proteiny teplotniho Soku s molekulovou hmotnosti 90 kDa se v nomenklatuie
eukaryot oznacuji HSP90, v nomenklatute E. coli HtpG (Wahid et al., 2007). Skupina
HSP, ktera je nejcastéji spojena s ochranou, je nejvice studovana v souvislosti s teplotnim
stresem a je nejhojnéjsi, ma molekulovou hmotnost 70 kDa. U eukaryot je nazyvana
HSP70, u E. coli jako DnaK rodina. Rodina HSP70 je nejkonzervovanéjsi rodinou HSP
S 50 % identickych residui mezi E. coli a eukaryoty (Wirth et al., 2002). Dalsi dobie
prostudovanou skupinou jsou proteiny s molekulovou hmotnosti pohybujici se kolem
60 kDa, nazyvané také chaperoniny, které se u eukaryot oznacuji HSP60, u E. coli GroEL.
Posledni skupina jsou malé proteiny teplotniho Soku (smHSP) (Wahid et al., 2007). Tyto
HSP maji molekulovou hmotnost od 16 do 30 kDa (Kotak et al., 2007).

Poté jsou jesté jako zvlastni skupina uznavany proteiny o molekulové hmotnosti
40 kDa, nazyvany HSP40 v nomenklatute eukaryot, DNAJ rodina v nomeklatuie E. coli.
Pusobi jako kochaperony tim, ze stabilizuji interakci HSP70 s jinymi proteiny (Pegoraro
etal., 2011).

Zivo¢isné HSP se rozlisuji taktéz do péti hlavnich skupin. HSP u mysi, modelového
organismu savct, jsou déleny podle molekulové hmotnosti na HSP110, HSP90, HSP70,
HSP60, HSP 25-30 a HSP47 (Wirth et al., 2002).



Jednotlivé rodiny jsou ¢lenény do dalSich podrodin na zékladé lokalizace ¢lenti téchto
podrodin v bunice. HSP100 rodina se ¢leni na dvé tfidy. Prvni tfida zahrnuje ClpB,
ClpA/C a ClpD proteiny, které se nachazeji v cytosolu a mitochondriich a obsahuji dvé
vazebné domény. Druhd tfida obsahuje ClpM, ClpN, ClpX a ClpY proteiny, které jsou
lokalizovany v chloroplastech a obsahuji pouze jednu vazebnou doménu (Pegoraro et al.,
2011).

HSP90 rodina zahrnuje podle lokalizace ¢tyfi ¢leny. Jsou jimi AtHsp90-1 s lokalizaci
v cytosolu, AtHSP90-5 slokalizaci v chloroplastu, AtHSP90-6 s lokalizaci
v mitochondriich a AtHSP90-7 s lokalizaci v endoplasmatickém retikulu (Wang et al.,
2004).

Rozmanitost HSP70 genti je caste¢né pficitana pfitomnosti odlisnych HSP70
homologli v cytoplazmé¢, v lumenu endoplazmatického retikula, v mitochondriich a
chloroplastech. HSP70 umistény v endoplazmatickém retikulu je nazyvan vazebny
protein (BIP) (Pegoraro et al., 2011). N¢kteti ¢lenové rodiny HSP70 jsou konstitutivné
exprimovani i za ptiznivych podminek a jsou ¢asto oznacovani jako HSC70 (70 kDa heat-
shock cognate). Tyto proteiny jsou ¢asto zapojeny do skladani de novo syntetizovanych
polypeptidt, importu a translokace prekurzorovych proteinii a nejsou pfili§ ovlivnény
zménou teploty. Ostatni ¢lenové rodiny jsou exprimovany pouze tehdy, kdyz je
organismus vystaven stresovym faktorim a jsou oznacovany jako HSP70 (Wang et al.,
2004).

Rodina chaperonint neboli HSP60 zahrnuje dvé podrodiny, z nichZ reprezentativni
¢len rodiny prvni je Cpn60, ktery se vyskytuje v chloroplastech a mitochondriich a ¢len
druhé skupiny je CCT, ktery je lokalizovan v cytosolu (Wang et al., 2004).

Malé HSP jsou déleny do Sesti podrodin proteinti liSici se svou lokalizaci. V rostlinach
jsou tyto proteiny kodovany v jadfe a jsou rozdé€leny do Sesti ttid, tii tfidy (CI, CII a CIII)
jsou lokalizovany v cytosolu nebo v jadie a dalsi tfi (CIV, CV, a CVI) v plastidech,

endoplazmatickém retikulu a mitochondriich (Pegoraro et al., 2011).

2.1.2 Regulace exprese geni HSP

Reakce na vysoké teploty se vyznacuje velmi rychlou indukei transkripce gent
souvisejicich s teplotnim Sokem, a zaroven strmym poklesem transkripce vétSiny
ostatnich gend. Odezva je navic zvySena selektivni translaci hsmRNA (mRNA

syntetizovana za teplotniho Soku), coz vede k selektivni a rychlé (10-15 minut u bakterii,



nékolik hodin u vétsiny vyssich eukaryot) akumulaci HSP. Maximalniho mnozstvi
hsmRNA je dosazeno po 1-2 hodinach plsobeni teplotniho stresu, nasleduje postupny
pokles hladin mRNA. Navzdory tomuto poklesu, vétSina z téchto mRNA zlstava
detekovatelna na Northern blotu i po 12 hodinach neptetrzitého teplotniho stresu, z ¢ehoz
vyplyva, ze hsmRNA jsou pomérné stabilni i pti vysokych teplotach (Gurley a Key,
1991).

Exprese HSP gent u eukaryot je regulovana pfedevSim na transkripéni urovni, a to
faktory teplotniho stresu (HSF). V rostlinach byly HSF poprvé identifikovany Vv rajceti
jedlém (Solanum lycopersicum), poté bylo nékolik HSF identifikovano u housenic¢ku
rolniho (Arabidopsis thaliana) aftady dalSich druhd plodin, véetné ryze, pSenice
a sojovych bobi (Zafar et al., 2016). U S. lycopersicum je do souéasnosti znamo vice nez
21 HSF, u A. thaliana celkem 15 (Snyman a Cronje, 2008). Transkrip¢ni faktory
teplotniho stresu existuji jako neaktivni proteiny lokalizované pievazné v cytoplasmé.
Po puisobeni stresu tvofi faktory teplotniho Soku trimery, které jsou fosforylovany
(Piterkova et al., 2013). HSF trimery jsou nasledn¢ diky jejich jadernému lokalizaénimu
signalu, tvofenému bipartilnimi shluky bazickych aminokyselin translokovany do jadra
(Baniwal et al., 2004). V jadie se trimery vazi na elementy odpovédi teplotniho Soku
(HSE) v promotorové oblasti genti kodujich HSP (Piterkova et al., 2013) (Obr. 2).
Transkrip¢ni faktory teplotniho Soku a promotorové elementy teplotniho Soku patii mezi
nejvice vysoce konzervované transkripéni regulacni elementy v ptirodé (Reis et al.,
2012). V DNA dochazi také k navazani histonacetyltransferas, coz pfispiva ke snizeni
obsazeni promotort inhibi¢nimi histony (Mittler et al., 2012).

Genové studie lokalizace HSF genti u A. thaliana ukazaly, ze geny HSF jsou
nerovnomérné rozdéleny napii¢ vSemi osmi chromozomy. Analyza struktury genomu
ukazala, ze geny HSF pfevazné obsahuji pouze jeden intron. U pomérmé malého mnozstvi
gentt HSF byly zachovany dva introny, které naznacuji zisk intronu v pribéhu evolu¢niho

procesu (Zafar et al., 2016).
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Obr. 2: Regulace transkripce HSP pomoci HSF. HSF proteiny jsou pifitomny Vv cytoplasmé jako
neaktivni monomery. Za stresovych podminek ptitomnost poskozenych proteint (nefunkéni, se
sklonem k agregaci, citlivych na proteasy) vede k fosforylaci a tvorbé trimert HSF. Tyto trimery
jsou translokovany do jadra, vazi se na promotorové oblasti geni teplotniho Soku a dochazi
k aktivaci genové transkripce. Aktivita HSF trimert se snizuje vlivem zvySené hladiny HSP
(napt. HSP70) a vazebného proteinu teplotniho Soku (HSBP1), ktery je lokalizovan v jadie
(upraveno podle Pockley, 2001).

Funkce jednotlivych HSF nejsou stale dokonale pochopeny. Rostlinné HSF zahrnuji
tfi konzervované evoluc¢ni tfidy: A, B a C. HSFA byl pomérn¢ dobie prostudovan.
HSFAla je kliCovy regulator odpovédi na teplotni Sok a HSFA2 je hlavni teplotni
stresovy faktor v odpovédich teplotniho stresu u raj¢at (Obr. 3). U A. thaliana, HSFA4a
a HSFAS putsobi jako senzory reaktivnich forem kysliku (ROS) produkovanych na
zakladé sekundarniho stresu v prubéhu reakce teplotniho stresu. Tiida HSFB
pravdépodobné plsobi jako titlumova pro HSFA (Kotak et al., 2007).

HSBP1 interaguje s HSP70 a tvoti se desintegraéni komplex s aktivnimi homotrimery,
které jsou pievedeny na neaktivni monomery, ¢imz je inhibovana hlavni regula¢ni funkce

HSFAla a je pterusen signal teplotni stresové reakce. Po dalsim pisobeni teplotniho
stresu je cely cyklus znovu zahajen (Qu et al., 2013) (Obr. 3).
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Obr. 3: Vyznam HSF a HSBP1 v regulaci exprese HSP. HSFA 1a spousti reakci na teplotni stres
pomoci indukce exprese HSFAlb a HSFA2, ktery tvoii koaktivator s obéma proteiny. HSFA2
indukuje expresi riznych HSP. HSP70, HSP101 a sHSP se podileji se na opravé poSkozenych
proteind. HSBP1 a HSP70 se podileji na negativni regulaci, kdy se odpovéd’ na teplotni stres
zmen§uje pii potiebé ji vypnout. V prib&hu tohoto procesu jsou aktivni homotrimery HSFA2
prevedeny na neaktivni monomery, které se v pripadé potieby mohou zase pieménit na aktivni
trimery, ¢imz se uzavira cely cyklus aktivace a deaktivace HSF (upraveno podle Qu et al., 2013).

HSE sekvence jsou umisténé Vv 5'-koncové oblasti DNA, ktera byla prvné
identifikovana v octomilce (Drosophila melanogaster). Slouzi jako vazebné misto
pro trimery HSF zprostfedkovavajicich aktivaci transkripce HSP genti. HSE ma
schopnost piisobit i na velkou vzdalenost jako enhancer, tedy zesiluje odpovéd teplotniho
Soku. Existuji dikkazy pro zapojeni CCAAT boxu a AT-bohaté sekvence v HSE (Wahid
etal., 2007). V zivocisnych systémech je pfitomen minimalné jeden HSE, ktery postacuje
pro expresi HSP, avsak udé€luje pouze mirnou uc¢innost. Plna aktivace transkripce obvykle
vyzaduje alesponi dva HSE (Gurley a Key, 1991). U rostlin bylo pozorovano, ze nejméné
tii repetice HSE jsou vyzadovany pro aktivaci transkripce in vivo pfi vazbé HSF (Zafar
et al., 2016).



Nektefi ¢lenové, nalezici do stejné rodiny HSP, jsou si strukturné mezi sebou velmi
podobni, coz je jev zpusobeny duplikaci genu. Napiiklad v rodiné proteini SHSP,
HSP17,5 a HSP18 jsou si velmi podobné a stejna situace plati i pro ¢leny rodiny HSP90
a HSP82. Diive se predpokladalo, ze duplicitni geny nejsou schopny vyvinout nové
funkce, protoze piivodni funkce byla udrzovana starsi kopii. Nicmén¢ v soucasnosti je jiz
dobfe znamo, ze genova duplikace je zdrojem novych gend s novou funkci (Pegoraro et
al., 2011).

Zajimavé jsou rostlinné geny SmHSP. U vyssich rostlin bylo definovano Sest rodt
jadernych genti kddujicich smHSP, zatimco ostatni eukaryota maji typicky jeden az Ctyfi
jednotlivé geny pro smHSP. Kazda genova rodina SMHSP u rostlin koduje proteiny
nachdzejici se v odliSném bunééném oddilu, vcetné cytosolu, chloroplastu, ER
a mitochondrii. Evoluéni analyza naznacuje, Ze rodiny geni smHSP vznikly duplikaci a
divergenci genu (Waters et al., 1996).

SMHSP vykazuji mnohem mensi sekvencni podobnost ve srovnani s jinymi HSP, kdy
napi. u HSP70 je aZ 50% identita sekvenci mezi prokaryoty a eukaryoty. Vysokd identita
mezi sekvencemi je omezena C-terminalni doménou, ktera se nékdy nazyva doménou
"teplotniho Soku". Tato doména zahrnuje pfiblizn¢ 100 aminokyselin, které se mezi
jednotlivymi smHSP pomérné 1isi (Waters et al., 1996).

Dilezitost HSP pro organismus se dokazuje mutacemi genti pro proteiny teplotniho
Soku, kdy mutantnim rostlindm chybi onen zkoumany gen a studuji se vlivy nepfitomnosti
proteinu na organismus. Hotl mutant A. thaliana ma mutaci v genu HSP101 a je defektni
v toleranci na vysokou teplotu. Naopak transgenni rostliny, které nadmérné exprimuji gen

HSP101, vykazuji toleranci na vysoké teploty (Pegoraro et al., 2011).

2.1.3 Strukturni vlastnosti HSP

Cleny rodiny HSP100 byly poprvé popsiny jako slozky bakterialniho dvou-
podjednotkového CLP systému proteasy. Rodina je rozdélena do dvou hlavnich tfid
a riznych podskupin téchto t¥id. Clenové prvni t¥idy (A, B, C, D) obsahuji dvé nukleotid-
vazebné domény (také nazyvané ATP-vazebné domény), zatimco ¢lenové druhé tiidy (M,
N, X, Y) maji pouze jednu nukleotid-vazebnou doménu. Hsp100/CLP proteiny jsou
strukturné hexamerni krouzky (Wang et al., 2004). Dalsi studie tykajici se jejich struktury

a funkce jsou stale v soucasné dob¢ v pocatcich (Wirth et al., 2002).



HSP90 proteiny obsahuji dvé vysoce konzervované domény, jimiz jSOU vazebna
doména pro ATP na N-konci a vysoce nabitd oblast bohatd na kyselinu glutamovou
(Pegoraro et al., 2011).

Obdobn¢ vSichni ¢lenové HSP70 maji spole¢nou strukturu, ktera se sklada z vysoce
zachované N-terminalni ATPasové domény o 44 kDa a C-terminalni domény 0 25 kDa,
ktera vaze peptidy (Wang et al., 2004).

Protein teplotniho Soku 0 60 kDa byl poprvé identifikovan v bakteriich jako GroEL,
ktery je nezbytny pro rust a morfogenezi samotné bakteric. V rostlinach, byl jemu
homologni protein identifikovan v chloroplastu. Protein ma cylindricky tvar a sklada se
z komplexu dvou heptamerickych prstencu cis a trans, kazdy o velikosti 60 kDa, tvofici
valec ATPasy, jehoz funkce je usnadnéni skladani proteini (Wirth et al., 2002). Kazdy
monomer HSP60 rozliSuje tfi strukturni domény, A (apikdlni), I (intermedidtni) a E
(ekvatorialni) (Pegoraro et al., 2011) (Obr. 4). Pasobi v kombinaci s dalsim 10kDa
proteinem (HSP10 nebo GroES), a pravdépodobné s mitochondrialni isoformormou
HSP70 (Wirth et al., 2002).

HSP40/DNAJ se vyznacuji pfitomnosti rtiznych typt domén, jako J-doménou,
doménou zinkovych prsti a C-koncovou doménou. J-doména je vysoce zachovana, ma
ptiblizn¢ 70 aminokyselin, strukturou je to a-Sroubovicovy fetézec. Doména zinkového
prstu je rozdélena do klastri. Kazdy klastr koordinuje jeden kation zinku. Tato doména
je nezbytna pro vazbu k denaturovanému substratu a pomaha HSP70 skladat proteiny.
Mén¢ konzervativni doménou DNAJ proteini je C-koncova doména a predpoklada se, ze

je dulezita pro zajisténi specificnosti vazby s HSP70 (Pegoraro et al., 2011).

A GroEL-GroES komplex B Monomer cis C Monomer frans
e prstence n prstence

Obr. 4: Struktura komplexu GroES-GroEL. GroEL se sklada z komplexu dvou heptamerickych
prstencu cis a trans. Kazdy monomer HSP60 rozliSuje tfi strukturni domény, A (apikalni), I
(intermediatni) a E (ekvatorialni). Funguji v kombinaci s dal§im 10 kDa proteinem, ktery tvoii
GroES ,,vi¢ko* (upraveno podle Chennubhotla a Bahar, 2006).
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smHSP sdileji zachovanou C-terminalni doménu o 90 aminokyselinach s ndzvem
a-krystalinova doména (ACD), ktera je piibuzna doméné z a-krystalinovych proteind
U obratlovell v ocni ¢occe. ACD jsou organizovany jako trimery dimert, tvofici
dodekamerovy dvojity kruh, jak bylo zjisténo pomoci krystalové struktury pSenice
Hsp16.9 (Wang et al., 2004). SmHSP se nachazeji ve vysokomolekularnich komplexech
v rozmezi 200-400 kDa, které se skladaji z n€kolika podjednotek smHSP (Waters et al.,
1996). Zvlastni vlastnosti komplextt smHSP je jejich schopnost sdruzovat se
do nerozpustnych struktur vétSich nez 1 MDa, které jsou oznacovany jako "granule
teplotniho Soku". Tvorba téchto velkych struktur se jevi jako reverzibilni a dochazi k tomu
ptedevsim pii vyssich teplotach. Diikazy naznacuji, ze tvorba téchto struktur je spole¢na
vS§em smHSP. Studie kompozice granuli teplotniho Soku a mozny funkéni vyznam je
komplikovan jejich nerozpustnosti a jejich funkéni vyznam zistavd zatim nejasny

(Waters et al., 1996).

2.1.4 HSP jako molekularni chaperony

Sekvence aminokyselin vznikajiciho polypeptidového fetézce poskytuje vsechny
informace potiebné k vytvoteni konecného produktu. Fyzikalni a chemické sily maji
zanasledek slozeni a vytvoreni trojrozmérného proteinu. Do doby objevu funkce HSP
bylo myln¢ mysleno, ze procesy skladani proteinu jsou pasivni a spontanni (Aufricht,
2005). Pojem "chaperon" byl pivodné pouzivan pro oznaceni nukleoplasmind
zapojenych do transportu nukleo-cytoplazmatickych proteinli. Stejny termin byl zvolen
Johnem Ellisem a jeho kolegy v roce 1989 pro HSP60 (Wirth et al., 2002).

Primarni funkci HSP proteint jako chaperoni je fizeni spravného slozeni proteinti
za podminek zvysené teploty. Chaperony se diky svym vlastnostem podileji na ochrané
organismu pied teplotnim Sokem a zachovani homeostazy (Reis et al., 2012). Vazba
chaperonu na proteinové substraty mize také udrzovat protein v rozlozené konformaci
za ucelem usnadnéni translokace proteini pfes membrany (Waters et al., 1996).

Proteiny teplotniho Soku ptispivaji ke stabilizaci proteinti v bunikach (Park a Seo,
2015). Za fyziologickych podminek kontroluji bunécnou signalizaci, skladani noveé
syntetizovanych bilkovin, translokaci a degradaci, zatimco za teplotniho stresu ¢i jinych
abiotickych nebo biotickych stresti brani chybnému skladani proteind a jejich agregaci
a chrani membrany udrzenim membranovych proteind v nativni konformaci (Mittler et

al., 2012).
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Zastupci rodiny HSP100 se tcastni na degradaci nevratné poskozenych polypeptidi.
Ochranna funkce téchto chaperonti je vysledkem jejich schopnosti solubilizovat
proteinové agregaty za ucasti ATP ve spolupraci s chaperonovym systémem HSP70 (Park
a Seo, 2015). Toto pietvafeni substratu ma mnoho funkci, vCetné regulace aktivity
proteinovych komplexti ¢i rozkladani proteind s cilem usnadnit funkci proteasam
(Pegoraro et al., 2011). Proteiny této rodiny jsou také studovany pro svou roli
v termotoleranci (Park a Seo, 2015). Jestlize jsou rostlinné bunky vystaveny mirnému
teplotnimu Soku, dostacujicimu ke zvyseni syntézy HSP a jejich akumulaci, jsou pak
schopny odolat druhému teplotnimu Soku, ktery by byl pro né jinak smrtelny. Dlouhodobé
vystaveni extrémnim podminkdm sice mlize vést k bunécné smrti, avSak indukce HSP
riznymi induktory mliZe vést k toleranci k rliznym tGrovnim stresu a cytoprotekci (Wirth
et al., 2002). Pfesny mechanismus, kterym HSP pfispivaji k termotoleranci, vsak neni
dosud jednozna¢né objasnén (Wahid et al., 2007).

v r

\Neporuseny protein

@ Hsp-70
A

\

Poruseny protein Stabilizovany protein

Stresujici
podminky

Obr. 5: HSP70 jako molekularni chaperon. Za stresujicich podminek miize dojit k poskozeni
proteinu a muze byt bud’ agregovan, a nasledné zlikvidovan (vlevo dole), nebo muiize byt
stabilizovan pomoci HSP70 molekularniho chaperonu (vpravo dole). Pti aktivaci funkce HSP70
se témto narusenym proteinim opét zlepsi strukturalni a funkéni vlastnosti (upraveno podle
Aufricht, 2005).
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HSP90, jako nejhojnéjsi zastupce cytosolové rodiny proteind teplotniho Soku
u eukaryotickych i prokaryotickych bunék (Park a Seo, 2015) a jako jeden z nejhojnéjsich
proteinti v bufice vibec (1-2 % z celkovych proteini buiky) (Wahid et al., 2007), je
zodpovédny za znovuslozeni denaturované bilkoviny a za skladani nové syntetizovanych
proteinti (Pegoraro et al., 2011). Ke své funkci potiebuje ATP (Wang et al., 2004). Je
odlisny od mnoha jinych molekuldrnich chaperonii v tom, ze vétSina jeho znamych
substratd jsou signalni transdukéni proteiny, jako napt. steroidni receptory a signalni
kinasy. HSP90 interaguje s 26S proteazomem a hraje hlavni roli v zajisténi jeho tercialni
struktury (Wahid et al., 2007).

Clenové rodiny HSP70, jez je jednou z nejvice konzervovanych tiid proteint
teplotniho Soku, doprovazeji nové syntetizované proteiny, aby zabranili jejich
predCasnému a Spatnému skladani a jejich hromadéni jako agregati (Obr. 5). Zajist'uji
také spravné slozeni proteinu béhem jejich pienosu do jejich cilové lokalizace (Park
a Seo, 2015). U poskozenych proteinii maji schopnost vazat se k hydrofobnim a bézné
skrytym doménam, které se postupnou denaturaci proteinti odhaluji, ¢imz zabraiiuji jejich
shlukovani. Vazba HSP70 na proteiny je podminéna pfitomnosti ATP. Jako kochaperony
ve vazb&é HSP70 na proteiny pisobi HSP40 (Obr. 6). Jsou zapojeny do degradace proteint
a do dalsich bunéénych signalnich mechanismi. HSP70 je rozhodujici pro bunééné

preziti, coz bylo dokazano tim, ze HSP70-knockoutovana zvifata nejsou zZivotaschopna

(Aufricht, 2005).

vazba HSP70 m ‘.

,Ei/ ::i;::r,:*"yQ’s L &
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. »
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Obr. 6: Skladani proteinu pomoci HSP70. HSP70 proteiny rozpoznavaji hydrofobni
aminokyseliny na proteinu. Za pomoci mensich HSP40, které nejsou znazornény, se vaze HSP70
za pomoci ATP na cilovy protein, dochazi k hydrolyze ATP na ADP a fosfat, coz je doprovazeno
konformac¢nimi zménami. Poté, co HSP40 oddisociuji, Se znovu rychle navaze ATP, coz indukuje
disociaci HSP70 a uvolnéni ADP. Opakujici se cykly navazani HSP a jejich uvolnéni vedou
ke spravnému slozeni proteinu (upraveno podle Alberts, 2007).
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HSP60 jsou chaperony, které napomahaji slozeni bilkovin a pfipojeni podjednotek.
Spolupracuji s ostatnimi chaperony, zejména s HSP70 pii bunéném transportu.
Mitochondrialni HSP60 jsou potteba béhem kliceni nebo v jinych obdobich aktivniho
mitochondrialniho déleni a vyvoje, a chloroplastové HSP60 se zapojuji do sestavy
holoenzymu RUBISCO (Pegoraro et al., 2011). Pii jejich nedostate¢né funkci nastava
pomaly rast, opozdéné kveteni, zakrnéni a listova chloréza (Wahid et al., 2007). Jsou to
chaperoniny slozené z ¢asti GroEL a GroES. Rozlozené proteiny se svymi hydrofobnimi
zbytky vazi na GroES, ktery protein enkapsuluje do hydrofobni dutiny a nasleduje velka
konformac¢ni zména, kdy se vaze GroEL. GroEL s GroES vytvoti uzavieny prostor, kde
probiha slozeni proteinu za pomoci ATP. Poté je protein z komplexu GroES-GroEL
uvolnén (Yamamoto a Ando, 2016) (Obr.7).

Mal¢ HSP (smHSP) proteiny jsou molekularni chaperony slouzici k prevenci
nezaddoucich vzajemnych interakci mezi proteiny a napomdhaji opétnému sbaleni
denaturovanych proteinii. sSmMHSP zajistuji ochrannou funkci tim, Ze brani agregaci
proteini vyvolané zvySenou teplotou (Park a Seo, 2015).

Je dllezité zminit, ze chaperony neobsahuji specifické informace pro spravné skladani,
ale spiSe zabranuji neproduktivnim interakcim. Zajist'uji, ze vznikajici polypeptidy
vychazejici z ribozomu jsou uchovavany a skladany do ptislusného stavu, dokud nebude
k dispozici kompletni polypeptidova sekvence. Chaperonové proteiny vSak nejsou
kovalentn€ vazany na sviij cil, a nejsou soucasti kone¢ného produktu. Plné¢ sloZené
proteiny nemohou byt translokovany pfes membrany, proto jsou zapotitebi chaperony
K udrzeni nebo vytvofeni caste¢né rozlozené formy proteinti uréené pro pienos
do mitochondrii a plastidi (Timperio et al., 2008).

Jednotlivi ¢lenové kazdé skupiny HSP maji zvlaStni funkce, ale mnoho chaperonti
pusobi spolecné a vytvari se tak sit HSP, které spolupracuji pti bunééné ochrané a hraji
dopliikové a n€kdy piekryvajici se role v ochrané proteinit béhem stresovych podminek

(Pegoraro et al., 2011).
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Obr. 7: Reak¢ni cyklus proteint GroES-GroEL. Rozbalené proteiny se svymi hydrofobnimi
zbytky vazi na GroES, ktery protein enkapsuluje do hydrofobni dutiny a nasleduje velka
konformaéni zména, kdy se vaze GroES. GroEL s GroES vytvoii uzavieny prostor, kde probiha
slozeni proteinu za pomoci ATP. Poté je protein z komplexu GroES-GroEL uvolnén (upraveno
podle: http://pdslab.biochem.iisc.ernet.in/hspir/hsp60.php).

2.1.5 Odpovéd’ rostlin na teplotni stres

Reakce na stres byly studovdny experimentdlné uz od poloviny 19. stoleti, avSak
dilezitym meznikem analyzy odpovédi na bunéény stres bylo v roce 1962 prukopnické
dilo italského vyvojového biologa Ferruccia Ritossa, ktery pracoval s octomilkou
(D. melanogaster). Nahodné zvysil pii experimentech teplotu v inkubatoru a zaznamenal
vyrazné zmény v pufech Balbianiho prstenci, tedy aktivity genG polyténnich
chromozomu v larvalnich slinnych Zlazach (Obr. 8). Ritossa objevil obecny systém
odpovédi na teplotni stres (HSR), ktera je konzervovana ve vSech zivych organismech od
bakterii po eukaryota. V roce 1974, Tissieres a jeho spolupracovnici identifikovali

proteiny teplotniho Soku (Baniwal et al., 2004).
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oblasti zvySené transkripce geni

Obr. 8: Ritossovy pufy. F. Ritossa sledoval mista zvy$ené transkripce gent teplotniho Soku (pufy)
pod svételnym mikroskopem na polyténnich chromosomech v larvalnich slinnych zlazach
octomilky (D. melanogaster) (upraveno podle Morimoto, 2010).

HSR je tedy definovana jako pfechodné pieprogramovani exprese gent v dusledku
zvysSené teploty, kdy se zacnou syntetizovat HSP, a néasledné organismus muiZe ziskat
vy$si uroven termotolerance. Nékteré HSP mohou byt indukovany také chladem (Reis et
al., 2012). HSR je v soucasnosti u rostlin intenzivn¢ studovana, av§ak mnoho otazek
zustava stale nezodpovézenych (Pegoraro et al., 2011).

Tolerance tepla je obecné definovana jako schopnost rostliny rist a produkovat
hospodaisky vynos za vysokych teplot a mize ji byt dosazeno predbéznou expozici
rostlin mirné zvySenym teplotam (Larkindale a Knight, 2002). Tolerance zalozena na
ucinku HSP ma za nésledek zlepSeni fyziologickych parametrti, jako jsou fotosyntéza,
déleni, u¢innost vyuzivani vody a zivin a stabilita membrany (Wahid et al., 2007). Vyvoj
rostlin se zvysSenou toleranci tepla je velmi dulezity vzhledem k sou¢asnym a o¢ekavanym
Klimatickym zménam, které maji zptsobit postupny narust okolni teploty a zvysit
frekvenci a amplitudu teplotnich obdobi (Pegoraro et al., 2011). U nékterych druhd
rostlin, je tolerance tepla Casto spojovana s nekterymi nezadoucimi zahradnickymi nebo
agronomickymi vlastnostmi. U rajcat jsou pozorovany beézné¢ dvé nezadouci
charakteristiky v teplotné tolerantnich genotypech, kterymi jsou malé plody a redukce
listového vrchliku (Wahid et al., 2007).
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2.1.6 Funkce HSP pri patogenezi

Choroby rostlin zptusobené viry davaji vzniku obrovskym nakladim pro péstitele.
Rostlinné patogenni viry zpusobuji fadu ekonomicky diilezitych onemocnéni u rostlin,
a tim nasledné omezuji produkci potravin a biopaliv po celém svété. Casté symptomy
infekce viry u rostlin jsou chlordéza a omezeni fotosyntézy, nekrdza, proliferace tkang,
zkroucenti list a dalsi fyziologické zmény (Alexander a Cilia, 2016).

Viry jsou zavislé na replikaci hostitele, vnitrobunééném a mezibunééném pohybu.
Jejich genomy jsou malé, nékdy kodujici méné nez deset proteini. Jejich ukolem je
potlacovat obranu hostitele, vyuzivat jeho proteosyntézy, protoze ji samy nejsou schopny
a zajistit ptiznivé prostfedi pro svou replikaci. Vzhledem k bariéfe bunécéné stény
hostitelské buniky vyzaduji rostlinné patogenni viry cizi pomoc, aby infikovaly svého
nového hostitele. Mechanicky ptfenosné viry infikuji nového hostitele prostiednictvim
bylozravcu pii kontaktu s ranou. Jiné viry vyzaduji vektor pro sviyj ptenos do bunky. Mezi
nejhojnéjsi vektory prenasejici rostlinné viry patii mSice, molice, a kiiskoviti. N&které
viry jsou pienaseny i brouky, had’atky, rozto¢i (Alexander a Cilia, 2016).

Po vstupu do rostlinné bunky, se musi virus pienést do replika¢niho mista, kterym
muze byt jadro (pro viry s DNA genomy) nebo cytoplazmatickda membrana (pro viry
s RNA genomy). K pienosu do vzdalenych oblasti rostlin a k dosazeni systémové infekce
vyuzivaji viry lyko (Alexander a Cilia, 2016).

Odpoveédi hostitele na virové infekce se mohou obecné délit na dva zptsoby. Prvnim
zpusobem déleni je na kompatibilni a nekompatibilni odpovéd’ hostitelské bunky.
Kompatibilni reakci je ispé$na virova infekce, tedy replikace a roz$ifeni na jiné burky.
Nekompatibilni reakce nastane, kdyz je virus rozpoznan hostitelem, coz ma za nasledek
hypersenzitivni odpovéd” (HR), coz je ve skuteCnosti lokalizovand programovana
bunécna smrt, kterd zabrani $iteni viru. Odpoveéd’ hostitele se mtze také délit v zavislosti
na tom, zda je vir schopen vyvolat onemocnéni v daném hostiteli, tedy je-1i hostitelska
burika citliva ¢i rezistentni vici patogenu. Citliva reakce vede k nemoci a replikaci viru
a vzniku symptomu u hostitele. Rezistentni reakce nevede k tvorbé symptomut. Nékdy
muze byt hostitel ¢astecné rezistentni, a to Vv piipadé, jestlize je virus schopen zptsobit
leh¢i pribeéh nemoci ve srovnani s citlivymi hostiteli (Alexander a Cilia, 2016).

Po rozpoznani patogenu rostliny aktivuji obranné mechanismy. Soucasti obrannych
reakci rostliny muze byt, kromé& akumulace antimikrobiadlnich latek a proteint

souvisejicich s patogenezi (PR-proteiny), slozita hypersenzitivni odpovéd’, ktera se
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vyznacuje apoptozou a tvorbou nekrotickych 1¢zi k zajisténi zadrzeni patogenid (Cronje
et al., 2004). Rostlinna HR sdili mnoho cytologickych ryst s apoptézou zivocichd,
nejvyraznéji v mitochondridlnich zménach. Proces apotdzy a s nim asociované vapenaté
influxy a oxidativni stres vedou k propustnosti pora mitochodrii a uvoliiovani
cytochromu c. U zivoc¢icht dochézi k vazbe uvolnéného cytochromu ¢ na protein Apafl.
Cytochrom c/Apafl diky dATP oligomerizuje a vznika slozity komplex — apoptosom.
Apoptosom je schopen vazat prokaspasu 9 a prevést ji do aktivniho stavu. Kaspasa 9
nasledné aktivuje dalsi kaspasy podilejici se na bunééné smrti. U rostlin je vSak dosud
spojeni mezi uvolnénim cytochromu ¢ a mechanismem bunécné smrti nejasné, protoze
rostlinny genovy homolog Apafl, ani rostlinné kaspasy se zatim nepodafilo objevit.
Nicméné existuji neptimé diukazy kaspasové aktivity v rostlindch, jelikoz transgenni
rostliny exprimujici proteinové inhibitory kaspasy p35 vykazuji potlacenou HR (Mur et
al., 2006). Mezi dalsi charakteristické znaky apoptozy u zvitat i rostlin patii fragmentace
DNA, cytoplazmatickd a nuklearni kondenzace ¢i translokace fosfatidylserinu na vnéjsi
stranu plazmatické membrany (Cronje et al., 2004).

Bé&hem HR probiha zvysena syntéza proteinti spojenych s odpovédi na patogenezi (PR-
proteiny) v infikovanych listech. PR-proteiny jsou nasledné exprimovany
I v nenakazenych castech rostliny, soubézné s vyvojem dlouhotrvajici, Siroce zalozené
rezistence znamé jako systémova ziskana resistence (SAR). Zvysend exprese PR-geni se
Casto pouziva jako marker pro SAR (Klessig et al., 2000). Nize je popsano nékolik rodin
téchto proteind.

PR-2 proteiny, tedy beta-1,3-glukanasy, hydrolyzuji kalosu, a funguji v obrané proti
patogeniim piedevsim tim, Ze reguluji velikost plasmodesmat (Alexander a Cilia, 2016).

Dalsi skupinou obrannych proteinti jsou chitinasy, tedy enzymy, které §tépi chitin.
Ttidy PR-3, 4 a 8, zahrnuji proteiny s chitinasovou aktivitou a maji hlavni funkci v obrané
proti houbam a hmyzu (Alexander a Cilia, 2016).

PR-5 proteiny se fadi mezi thaumatiny s antimykotickymi vlastnostmi, a jsou také
spojeny s osmotickym stresem. I kdyz dosud nebyla zjiSténa Zadna loha téchto proteinti
pfi virové infekci, je mozné, Ze existuje neobjevena funkce, nebo ze se miize virova
signalizace piekryvat s antimykotickou signalizaci (Alexander a Cilia, 2016).

PR-15, neboli oxalatoxidasy, katalyzuji degradaci Stavelanu na peroxid vodiku. Jako
posledni jsou uvedeny proteiny podobné germinu, spadajici do tfidy PR-16, neboli GLP,
které maji role v obran¢ proti Sirokému spektru rostlinnych patogend (Alexander a Cilia,

2016).
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Obr. 9: Rostlinny imunitni systém. Rostliny nejprve detekuji patogenni molekularni vzorce
(PAMP) pomoci receptorit PRR a je spusténa patogenem vyvolana imunita (PTI). V dalsi fazi
uspésné patogeny produkuji efektory, proti kterym se rostliny brani R-proteiny, které reaguji
s produkty kodovanymi geny avirulence (Avr-R). PTI — imunita vyvolana patogenem, ETS —
efektory fizena vnimavost, ETI — imunita vyvolana efektory (upraveno podle Jones a Dangl,
2006).

Rostliny reaguji na invazi patogenti pomoci dvou vrozenych imunitnich systémd, a to
PAMP-vyvolané imunity (PTI), a dale pomoci efektorem spusténé imunity (ETI).
Rostliny obsahuji receptory (PRR — pattern recognition particles), které rozpoznavaji
patogenni molekularni struktury typické pro povrch patogennich organismt (PAMP).
Tyto rostlinné receptory spousti po napadeni patogenem a jeho rozpoznani rostlinné
obranné reakce, jimiz jsou imunitni odpovéd” PTI (imunita vyvolana patogenem), ktera
vede k sirokospektralni rezistenci rostliny. Patogen se snazi obchazet tyto obranné reakce
pomoci efektord, coz jsou molekuly patogenti, jejichz tikolem je zablokovat imunitni
Systém a sniZit tak odolnost rostliny. V ptipadé€, Ze efektory patogenu potlaci imunitni
odpovéd’ typu PTI, miZe nastat dal$i odpovéd’ imunitniho systému rostliny ETI (imunita
vyvolana efektory), diky niZ se rostliny mohou brénit proti efektoriim geny rezistence R,
které reaguji se specifickymi geny avirulence (Avr) patogenu a zvysi opét odolnost
rostliny (Obr. 9). R-proteiny v podstaté pusobi jako receptory pro vysoce variabilni

efektory patogenii. VétSina R-genli koduje intracelularni proteiny bohaté
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na aminokyselinu leucin (Park a Seo, 2015). Selhani tohoto rozpoznavaciho systému
umoziuje rozvoj nemoci (Mur et al., 2006).

Jestlize jsou viry schopny se uspéSné namnozit, pak vyuzivaji k pfesunu z bunky
do buiiky své virové pohybové proteiny (MP). Jejich pfemisténi do zatim zdravé burnky
probihd pies specializovand propojeni mezi endoplasmatickymi retikuly jednotlivych
bungk, ktera se nazyvaji plasmodesmata. U ptenosu viru mozaiky kvétaku bylo
pozorovano dokonce vyuziti bunééného cytoskeletu, tedy dynamické sité mikrotubult
a mikrovlaken. Castéji jsou ovsem tyto pienosy pozorovany u zivo&isnych vird
(Alexander a Cilia, 2016).

V posledni dobé¢ rostlinné HSP ziskaly zna¢nou pozornost vzhledem ke své nové
funkci v pfirozené imunité. Dnes je nejlépe charakterizovana funkce HSP90 v rostlinné
imunité. Jako pozitivni reguldtor rostlinného imunity miize tento protein piimo
interagovat s cytosolovymi R-proteiny a aktivovat je (Park a Seo, 2015).

Vlozenim R-gent do néchylnych kultivarG hostitelskych rostlin I1ze dosdhnout
rezistence rostliny proti patogentim produkujicim odpovidajici efektor. R-geny jsou proto
Casto prendsSeny z plan€ rostoucich rezistentnich rostlin do vhodnych kultivarii t€hoz
druhu, ¢imz je problém redukce vynost diky patogenezi eliminovan (Park a Seo, 2015).

V mnoha patosystémech bylo prokazano, ze hostitelskd odolnost nebo citlivost mize
byt ovlivnéna teplotou. Plsobeni teploty na hostitelské rostliny muaze vést k rozvoji
rezistence. Teplo, a piedev§im chlad u hostitelskych rostlin inhibuje patogenezi.
V piedchozich experimentech bylo prokazano vyznamné zpomaleni vyvoje patogenu
(padli) po ptedchozim vystaveni rostlin rajcete chladovym podminkam 4 °C (Kubienova
et al., 2013a).

Teplotni stres minimalné ovlivnil vyvoj patogent u genotypu rajcete S. chmielewskii,
ktery je méné citlivy na zmény teplot, a vyznamné potlacil vyvoj patogenil u genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur, ktery je vici teplotnim zménam vice vnimavy. Pii zvysené
akumulaci HSP70 u teplotné senzitivnéjSiho genotypu rajc¢ete byly pravdépodobné tyto
proteiny vyuzity K ochrané rostliny pfed patogenem, coz ¢inilo tuto rostlinu vice
rezistentni nez rostlinu teplotné méné senzitivni s mensim mnozstvim HSP70 (Kubienova

et al., 2013a).

20



2.1.6.1 Signalni drahy regulujici tvorbu rostlinnych HSP pri

patogennim stresu

Indukce mechanismil obrany rostlin v odezvé na stresové podnéty je zprosttedkovana
ne¢kolika signalnimi drahami. Bylo prokazano, ze reaktivni formy kysliku (ROS),
reaktivni formy dusiku (RNS) a kyselina salicylova (SA) jsou klicovymi sloZzkami reakce
stresu rostlin na riizné biotické stresy (Piterkova et al., 2013).

ROS puisobi jako signaly aktivujici transkripci obrannych genti véetné gent kodujicich
PR-proteiny. Pfi napadeni rostliny patogenem se mohou akumulujici se ROS piimo
podilet na zesileni bunécné stény prostiednictvim zesitovani glykoproteinii a vytvofit tak
mechanickou bariéru k dalSimu vniku patogenti do buiiky. Regula¢ni funkce ROS
V obran¢ jsou spojeny s dal$imi rostlinnymi signalnimi molekulami, zvlasté kyselinou
salicylovou a oxidem dusnatym. Akumulace kyseliny salicylové (SA) zesiluje odpovédi
rezistence zvySenim akumulace ROS tak, ze ma schopnost regulovat aktivity
antioxidac¢nich enzymia vychytavajicich ROS, jako jsou katalasa (EC 1.11.1.6) ¢i
askorbatperoxidasa (EC 1.11.1.11). ROS jsou témito antioxida¢nimi enzymy méné
likvidovany, coz vede k aktivaci obrany proti infekci patogenem (Cronje a Bornman,
2004). ROS pusobi synergicky s SA pii zesilovani systémove ziskané rezistence (SAR)
a zaroven i pii fizeni HR (Torres et al., 2006).

ROS signalizace je také spojovana s NO, dal§im reaktivnim radikalem produkovanym
po rozpoznani patogeni. NO ptisobi synergicky s ROS pfii potenciaci bunécné smrti
indukované patogenem a pozitivné se také podileji na akumulaci SA (Klessig et al.,
2000).

7da se, ze se tyto signaly zesiluji navzajem (Obr. 10). Vyse uvedené latky se u rostlin
podileji na rozvoji HR, béhem které dochazi k nekroze bunék infikovanych patogenem.
Apoptoéza infikovanych a nejbliz§ich okolnich bun€k zamezi patogenu rozsifit se
do zdravych tkani. V rostlinnych i zivoéisnych bunkach spolupracuje NO a ROS na
regulaci apoptézy, kdy se jejich interakci produkuje peroxonitrit, vysoce reaktivni
slou¢enina, jez likviduje patogenem infikované buiiky. Uginky NO jsou umoctiovany SA,
ktera zvysuje aktivitu enzymu syntetizujicich NO (Khan et al., 2015). Velké mnozstvi
studii uvadi, Ze soucasna aplikace SA a NO na rostlinu také vyrazné snizuje Skodlivé
ucinky né€kterych abiotickych stresti (Namdjoyan et al., 2017).

SA indukuje produkci H20., a zaroven H.O> moduluje biosyntézu SA béhem
biotickych a abiotickych strest. Taktéz NO moduluje hladiny H202 a H2O> pozitivné
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Obr. 10: Propojeni signalnich drah ROS, NO a SA (upraveno podle Miura a Tada, 2014).

Bunéc¢na smrt

pusobi na syntézu a akumulaci NO. SA miiZe zesilovat u¢inky NO zménou aktivity
ruznych enzymu regulovanych NO, jako jsou askorbatperoxidasa nebo katalasa. Osetfeni
rostlin H202 a SA indukuje produkci NO, ktery pak hraje dtlezitou roli v ochrané rostlin
proti oxidaénimu vzplanuti tim, Ze indukuje antioxida¢ni ochranné enzymy (Mostofa et
al., 2015).

Studium propojeni drah téchto signalnich molekul je v soucasnosti pro biochemii
velkou vyzvou (Mostofa et al., 2015).

Signélni reakci na teplotni stres je prudky nérfist koncentrace cytosolového Ca?*.
Vzriistajici cytosolovy obsah Ca?* pfi teplotnim stresu miize zmirnit poskozeni zajisténim
zvysené aktivity antioxidantil, ¢imz je umoznéno rostlinnym bunkam lépe prezit. Influx
Ca?" je pravdépodobné uzce spojen s expresi HSP. Aviak nékteré studie naznaduji, ze
Ca2" naopak neni nutny pro produkci HSP v rostlinach. Nadmémé uvolnéni vapenatych
iontdl do cytosolu a trvale vysoké cytosolové koncentrace Ca®" mohou byt cytotoxické
(Wahid et al., 2007).

Mezi specifické geny exprimované v odpovédi na rizné stresové podnéty patii taktéz
geny proteini teplotniho Soku (HSP). NO i ROS se podileji na regulaci produkce
a akumulace HSP70 pfi abiotickém a biotickém stresu. NO indukuje bunéénou obranu
a potlacuje apoptozu stimulaci akumulace HSP70 v reakci na patogenni infekci padlim.
NO indukovana exprese HSP70 zabranuje produkci ROS ve vysokych koncentracich, coz
vede k omezeni peroxidace lipidii a oxidaénimu poskozeni v bunkach (Cronje et al.,

2004).
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VIiv NO na produkci HSP70 byl potvrzen v experimentech s lapa¢em NO — cPTIO,
kdy byla u rajéete vyznamné snizena akumulace HSP70, zejména ve vzorcich listi
vystavenych kombinaci biotickych a abiotickych strest (Piterkova et al., 2013).

Akumulace HSP70 diky NO a ROS miize souviset se signalizaci kyseliny salicylové,
ktera predstavuje rostlinny hormon s kli¢ovou roli v odpovédi rostlin vici patogenim
(Piterkova et al., 2013). Bylo prokazano, ze reakce na onemocnéni zprostfedkovana
kyselinou salicylovou zahrnuje zvySenou produkci NO a aktivaci NO-zavislych
signalnich drah. U tabakovych protoplastii inokulovanych patogenem a inkubovanych
za normalnich teplot nema SA Zadny vliv na akumulaci HSP70 a indukuje apoptozu,
zatimco SA v kombinaci s teplotnim stresem zptsobuje hromadéni HSP70, coz zabratiuje
apoptdze protoplastii. HSP70 ptisobi jako latka potlacujici apoptdzu za zvysenych teplot
béhem patogenniho stresu (Cronje et al., 2004).

2.1.7 Kyselina salicylova (SA)

Kyselina salicylova (SA) je fenolovd sloucenina (Obr. 11), ktera ovliviiuje fadu
fyziologickych procest v rostlinach, véetné termogeneze, syntézy ethylenu a zrani ovoce.
Hraje roli v odpovédi rostlin na réizné abiotické stresy, jako jsou UV zafeni a ozon. Uloha
SA pii patogennim utoku je obzvlasté dulezita, a to jak v rozvoji lokalni reakce
na patogen, tak systémove¢ ziskané rezistenci (SAR) (Mur et al., 2006).

Pii lokalni reakci na patogen se SA v rostliné znacné¢ hromadi v misté¢ infekce po
zachyceni patogennich avirulentnich signali, které jsou pfi¢inou akumulace kyslikovych
radikalf. Je indukovéna hypersenzitivni odpovéd’ zahrnujici lokalizovanou nekrotickou
smrt rostlinnych bung¢k, ktera omezuje pronikani patogenu z mista infekce, zabranuje jeho
dal$imu Sifeni a pfisunu zivin (Cronje a Bornman, 1999).

SAR je forma celkové rostlinné imunity organismu, ktera je Gi¢inna proti Siroké fadé
patogent. SAR je nezavisld na interakci gent avr-R. Je spojena se systémovou expresi
gend, jako jsou PR proteiny (Mur et al., 2006). Po inokulaci listd mikroorganismem, ktery
je schopen indukovat SAR, se SA hromadi ve velmi vysokych koncentracich v listech,
stonku, ale i v kofenech, kde SA dosahuje koncentrace vyssi nez v tkéni v blizkosti mista

infekce (Zottini et al., 2007).
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Obr. 11: Strukturni vzorec salicinu a kyseliny salicylové (upraveno podle Juurling et al., 2014).

SA zabraiuje oxidacnimu poSkozeni prostfednictvim detoxikace peroxidovych
radikali a zabrafniuje poskozeni membran v rostlinach. Z tohoto divodu, SA mize zvysit
teplotni odolnost a zvysit tak urodu. Pouziti SA u rostlin zvySuje antioxidacni kapacitu
(kapacita absorbovat volné radikaly kysliku) (Qu et al., 2013).

Salicylaty umociiuji indukci HSP70 v odpovédi na teplotni stres u savetll 1 u rostlin a
zlepSuji termotoleranci. Pfi samotném puisobeni SA na rostlinu je aktivovana vazba HSF
na DNA, ale nedochdzi k indukci HSP70. Nedochazi ke zvySovani exprese HSFA2
a HSFB1, ale je umocnéna exprese HSFA1. Pfi samotném teplotnim Soku dochazi
k vazbé HSF na DNA a ke zvysené expresi HSFA1, HSFA2 a HSFB1. SA v kombinaci
S teplotnim stresem zesiluje indukci HSP tim, ze dokaze aktivovat HSF a zvySuje trvani
vazby HSF na DNA vice nez u samotného teplotniho stresu (Snyman a Cronje, 2008).
Exprimované HSP70 poté potlacuji apoptozu bunék za zvySené teploty béhem patogenni
infekce. Naopak za normalnich teplotnich podminek je apoptoéza u rostlin kyselinou
salicylovou indukovana (Cronje et al., 2004).

Je nutno dodat, Ze nadmérna rezistence bun€k k apoptéoze b&hem teplotniho stresu
asoucasna patogenni infekce muize byt pro pieZiti hostitelského organismu spiSe
nevyhodna, protoze patogen mize ziskat ptistup do dalsich, zdravych tkani (Cronje et al.,
2004).
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Obr. 12: Pfeména kyseliny salicylové na katechol salicylathydroxylasou. Kyselina salicylova je
pfevedena enzymem NahG na katechol odstranénim karboxylové skupiny v pozici 1 a jejim
nahrazenim hydroxylovou skupinou (Ambrose et al., 2015).

2.1.7.1 Vyuziti transgennich nahG rostlin p¥i studiu dlohy SA

Rostliny oznaCované jako nahG konstitutivné exprimuji transgen pro bakteridlni enzym
salicylathydroxylasu z Pseudomonas putida, ktera metabolizuje kyselinu salicylovou na
katechol. Mnohé studie experimentuji s touto rostlinou, aby objasnily role kyseliny
salicylové v rostlinné signalizaci. Védecky zajem o ulohu kyseliny salicylové je velky,
protoze je tato latka zapojena do rezistence rostlin vi¢i onemocnéni, exprese geni
souvisejicich s patogenezi a hypersenzitivni odpoveédi (Morse et al., 2007).

Exogenni aplikace SA chrani rostliny proti uritym patogentim a aktivuje expresi
charakteristické sady gent souvisejicich s obranou, véetné téch, které koduji PR-proteiny
(Wees a Glazebrook, 2003).

V transgennich rostlinach A. thaliana zabranuje exprese NahG akumulaci SA
katalyzovanim oxidativni dekarboxylace SA na katechol (Obr. 12) coz vede ke zvySené
nachylnosti nahG rostlin k riznym druhtim hub, bakteriim, oomycetam a viram. Je také
vyrazn¢ omezena exprese PR-genli, coz vede k zavéru, ze kyselina salicylova je
vyznamnou latkou v obrannych reakcich rostlin (Choudhary et al., 2016).

Snizena obranyschopnost vi¢i patogenu P. infestans byla zaznamenana také u nahG
brambory (Solanum tuberosum) v porovnani s divokym typem rostliny. Velikost 1ézi
transgenni rostliny nebyla sice pfili$ odlisna od divokého typu, ale mutant exprimoval
vyrazn¢ méné obrannych genti. PO predchazejicim oSetfeni nahG rostlin kyselinou
salicylovou byl rtst patogenu podobny jako u divokého typu, coz naznacuje dilezitost
SA pro obranu brambor proti P. infestans (Halim et al., 2007).
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Podle nekterych studii je ov§em pravdépodobné, ze nizka odolnost nahG rostlin vici
patogennim chorobam neni ovlivnéna pouze snizenou hladinou SA, ale i dalsimi, zatim
necharakterizovanymi u¢inky (Wees a Glazebrook, 2003).

Produkce katecholu muze také vysvétlovat nachylnost nahG rostlin k patogentim.
Katechol byl u zivo¢ichti popsan jako karcinogenni latka. Zptisobuje produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS), zejména H.O, a tim zplisobuje poSkozeni DNA Stépenim
fosfatového deoxyribosového fetézce a modifikaci bazi (Schweigert et al., 2001).

H20- je obecné povazovan za pozitivni regulator rezistence vici patogenum. Podili se
na zesitovani komponent bunécné stény, které tvoii mechanickou bariéru pro penetraci
hub a pro difuzi toxinl a enzymu degradujicich bunécné stény. H.O, mutize také ptsobit
jako signal vyvoldvajici expresi obrannych gend. Nicméné muze také indukovat
peroxidaci lipidli a poSkozeni DNA v rostlinach, coz by mohlo negativné ovlivnit
obrannou signalizaci nebo ohrozit Zivotaschopnost bundk. Utinek H202 zavisi
na nacasovani, umisténi a mnozstvi jeho produkce (Wees a Glazebrook, 2003).

Piedpoklada se, ze existuji rozdily v produkci H202 po patogenni infekei u rostlin bez
NahG nebo po akumulaci katecholu v transgennich rostlinach s NahG. V prvnim ptipadé
je akumulace H>O> soucasti mechanismu obrany. Soucasné s produkci H20O> indukovanou
avirulentnimi patogeny je aktivovan velmi ucinny antioxida¢ni systém enzymu katalasy,
glutathiontransferasy a askorbatperoxidasy, aby se H>O. rozlozil dostate¢né rychle
anedoslo k oxida¢nimu poskozeni. Akumulace H20; v disledku aktivity NahG muze
naru$it antioxida¢ni obranu rostliny, ktera neni soucasti obranné odpovédi vuci
patogeniim, coz miize vést k oxidacnimu poskozeni. To by mohlo narusit obrannou
signalizaci, ktera by mohla ovlivnit rezistenci (Wees a Glazebrook, 2003).

Lokalizace produkce H202 muze byt u transgennich rostlin s NahG genem rozdilna.
Pfi odpovédi na patogenni utok je H202 syntetizovan NADPH oxidasou v plazmatické
membran¢ a nasledné€ je uvoliiovan do apoplastu. Degradace SA na katechol u¢inkem
salicylathydroxylasy pravdépodobné probihd v cytoplazmé, ale lokalizace nasledné
produkce H202 neni zatim znama. H202 mize mit rizné ucinky v zavislosti na misté
produkce (Wees a Glazebrook, 2003).

Fenotyp nahG rostlin podle zavéru této studie neni zpisoben nizkymi hladinami SA,
ale spiSe procesem katabolismu kyseliny salicylové prostiednictvim enzymu NahG

(Wees a Glazebrook, 2003).
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2.1.8 Uloha reaktivnich forem kysliku (ROS) p¥i teplotnim stresu
Oxidacni stres je produkovan jako sekundarni stres v prubéhu odpovédi rostlin na teplotni
stres. Teplotni stres zptisobuje pieruseni nékterych metabolickych drah, coz vede k hojné
produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). Akumulace ROS béhem teplotniho stresu je
zprostiedkovana specifickymi enzymy produkujicimi ROS, kterymi jsou NADPH
oxidasy. ROS v niz8ich koncentracich mohou mit také pozitivni u¢inek na bunku, G¢astni
se obranné signalizace pti biotickém ¢i abiotickém stresu, ptisobi jako mistni mikrobicid
nebo jsou zapojeny v posileni bunéénych stén. (Mittler et al., 2012).

Nicméné, vysoce reaktivni povaha ROS zpisobuje jejich Skodlivy vliv na bunééné
autokatalytickou peroxidaci membranovych lipid a pigmentt, coz vede ke ztraté
semipermeability membran a modifikacim jejich funkce (Wahid et al., 2007).

V rostlinach je akumulace H202, nejznaméjsiho zastupce ROS, velmi rychlym
procesem. Mezi dal§i zastupce ROS se fadi singletovy kyslik (102), superoxidovy radikal
(0?), peroxid vodiku (H20,) a hydroxylové radikaly (OH") (Wahid et al., 2007). Signal
pritomnosti oxidativniho stresu je zprostiedkovan ptes histidinkinasy a HSF. HSFA4a
pusobi jako senzor H20> signalu. HSFAS je negativni regulon této drahy. Signal ROS je
pfenaSen prostfednictvim signalni drahy mitogenem aktivované proteinkinasy (MAPK).
MAPK aktivuje a indukuje expresi transkripénich faktorti, MBF1c a RBOH. Transkrip¢ni
faktory, v¢etné rodiny Zat a WRKY indukuji expresi antioxida¢nich enzymu (Qu et al.,
2013) (Obr. 13).

Fotosyntéza je také pevné spojena s produkci reaktivnich forem kysliku. Chloroplasty
jsou primarnim mistem produkce ROS v rostlindich. Béhem fotosyntézy mize byt
produkovany kyslik redukovan elektrony pochdzejicimi z elektronového transportniho
fetézce za tvorby superoxidu. Za normalnich podminek jsou superoxid a dalsi vedlejsi
Skodlivé produkty fotosyntézy detoxikovany antioxida¢nimi enzymy, kterymi jsou napf-.:
superoxiddismutasy, katalasy, peroxidasy a thioredoxiny. Nicméng, v podminkach
biotického nebo abiotického stresu se ROS mohou tvotit ucelné, protoze jsou dilezité
pro obranu a stresové reakce. V ptipadech, kdy je spusténa HR, jsou ROS klicovou
soucasti signalni drahy bunééné smrti. Maji totiZ schopnost zvysit propustnost
lysosomovych membran, ¢imz se uvoliuji catepsiny a dochazi k aktivaci kaspas

(Alexander a Cilia, 2016).
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Obr. 13: Odezva ROS pfi teplotnim stresu rostlin. Béhem teplotniho stresu se hromadi endogenni
a exogenni ROS. Exogenni ROS jsou vnimany prostfednictvim histidinkinasy, zatimco HSFA4a
pusobi jako senzory endogennich ROS. Nasledné se signal MAPK drahy aktivuje a indukuje
expresi transkripcnich faktord, MBFIlc (multiproteinovy pfemostujici faktor — transkripcni
koaktivator) a RBOH (geny kodujici membranové NADPH-oxidasy produkujici ROS).
Transkripéni faktory, vcetné rodiny Zat a WRKY, indukuji expresi antioxidacnich enzymut
(upraveno podle Qu et al., 2013).

Obranné odezvy rostlin spojené s ROS jsou podobné se zanétlivymi a imunitnimi
reakcemi zvitat, kde je NO dulezita signalni molekula. Je stale zkoumano, zda neslouzi
podobnou funkci 1 v rostlinach. Vztah mezi ROS a HSP pravdépodobné existuje, a
potvrzuje to hypotézu, ze v priabchu vyvoje byly rostliny schopny dosdhnout vysokého
stupné kontroly nad toxicitou ROS a v soucasné dobé rostliny vyuzivaji ROS jako

signalni molekuly k produkci HSP (Timperio et al., 2008).

2.1.9 Uloha reaktivnich forem dusiku (RNS) p¥i teplotnim stresu

Oxid dusnaty (NO), zastupce reaktivnich dusikovych radikalt (RNS), je volnym
radikalem a velmi reaktivni molekulou vzhledem k pfitomnosti neparového elektronu
(Obr. 14). Oxid dusnaty je pozoruhodny svou mobilitou, jelikoz se dokaze pohybovat
voln¢ pfes membrany, ma velmi nizkou rozpustnost ve vodnych roztocich a miize snadno
vstoupit do plynné faze. To vyrazné zvySuje jeji potencial signalni latky (Mur et al.,
2006).
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Obr. 14: Strukturni vzorec oxidu dusnatého.

NO je v posledni dob¢é vénovan znaény zajem rostlinnych patologii z divodu jeho
znamé role v regulaci sav¢i antimikrobialni obrany, a zvlasté pak pii hypersenzitivni
reakci pii infekci rostlin bakteriemi a viry (Neill et al., 2002).

Signalni drahy NO vedouci k expresi obrannych genti v rostlinach se zdaji byt podobné
tém, které jsou popsany u zivocichli, kde plsobi casto NO prostiednictvim ¢cGMP-
dependentni drahy. V této draze NO aktivuje guanylatcyklasu, coZ vede k pfechodnému
zvySeni druhého posla cGMP. ZvySené cGMP zvysuje aktivitu kinas, které umoziuji
prenos signalu do jadra buiiky. Jeden z dobte popsanych cili kinasy u Zivocichi je lehky
fetézec myosinu, coz vede k relaxaci hladkého svalstva a vazodilataci (Mur et al., 2006).

Krom¢ toho, ze NO ptisobi jako druhy posel v pribéhu vazodilatace, podili se také na
neurotransmisi a imunité (Neill et al., 2002).

V rostlinach bylo cGMP identifikovano jako dulezitd molekula podilejici se
na obranné odpovédi zavislé na rostlinnych hormonech. Signalizace NO stimuluje
produkci ¢cGMP jako odezvu na stres, ale zpisob vzniku cGMP byl donedavna stale
neznamy. V rostlindch bylo nalezeno vice guanylatcyklas, enzyml podilejicich se
na tvorbé¢ cGMP, ale ani jedna z nich nebyla zavisla na NO. Molekula vazajici NO
s guanylatcyklasovou aktivitou se podafila identifikovat v roce 2011 v A. thaliana
(Mulaudzi et al., 2011).

NO miize byt zaroven pro- i anti-apoptoticky, coz zavisi pfedevsim na koncentraci
nebo na dobé tvorby NO. Anti-apoptotické pisobeni NO u zivoc¢ichd zahrnuje indukci
proteind teplotniho Soku (hlavné smHSP a HSP70) a zvyseni hladiny cGMP vedouci
k potlageni uvoliiovani Ca®" z mitochondrii. Kli¢ovy anti-apoptoticky mechanismus je
S-nitrosylace esencialniho cysteinu v aktivnim misté kaspas (Dimmeler et al., 1997).
Mize fungovat jako antioxidant, pfimo zachytavajici reaktivni formy kysliku (ROS),
které jsou generovany vétSinou stresory (Gould et al., 2003). V {isi rostlin bylo také
popsano potlaceni bunécné smrti ic¢inkem NO, jehoz exogenni aplikace na rostlinu
A. thaliana indukuje v rostlinach expresi dalSich obrannych genti pro PRI-proteiny

a PAL, coz je enzym katalyzujici prvni krok biosyntézy kyseliny salicylové (Zheng et al.,

29



2011). Pii nizkych koncentracich NO podporuje normalni rist rostlin a vyvoj, stimuluje
kliceni, prodlouzeni kotene, zvétSeni listl, produkci fytoalexinli a zpomaluje nastup
senescence (Simontacchi et al., 2015).

Pti aplikaci NO v relativné vysokych davkach do rostlin dochazi k naruseni
normalniho metabolismu (Gould et al., 2003). Z hlediska patologie je vyznamna reakce
oxidu dusnatého se superoxidem, kdy vznika toxicky peroxodusitan, jenz ma schopnost
oxidovat SH-skupiny bilkovin, atomy Zeleza a siry v biologickych molekulach
a zpusobuje peroxidaci lipidi. Reakce jeho vzniku je: NO + O, — ONOO™ (Kupkova
a Benes, 2004). Expozice vysokym koncentracim NO snizuje fotosyntézu a dychani,
zvySuje viskozitu thylakoidnich lipidovych monovrstev, nevratnou fragmentaci DNA
a buné¢nou smrt (Gould et al., 2003).

V biologickych systémech mize byt NO vytvofeno V enzymovych nebo
neenzymovych reakcich. Enzymem produkujici NO u Zzivocicht je syntasa oxidu
dusnatého (NOS; EC 1.14.13.39) (Piterkova et al., 2008). NOS katalyzuje oxidaci L-
argininu na NO a citrulin za pfitomnosti kysliku a kofaktori. U zivo¢ichi existuji tii typy
NOS: endotelidlni NOS (eNOS) konstitutivné exprimovana V endotelovych buiikach,
neurogenni NOS (nNOS) kostitutivné exprimovana v mozku, perifernich nervech a srdci
a indukovatelnd NOS (iNOS), ktera je indukovana hlavné v makrofagach bakterialnimi
lipopolysacharidy a cytokininy (Toda a Toda, 2011). Enzymaticka oxidace L-argininu
byla popsana také u extraktd z hrachu, so6ji, tabaku a kukufice. Rostliny mohou
produkovat NO také z dusitanii pomoci NADPH zavislé na nitratreduktasy (NR;
EC 1.7.1.1.): NO3- —» NO2- — NO + 02 (Piterkova et al., 2008, Mur et al., 2006).
Rostlinné bunky mohou syntetizovat NO také prostfednictvim neenzymatické redukce
NO2". Chemicka redukce NO2" na NO byla nalezena napt. v apoplastu aleuronovych
vrstev je¢mene. Redukce vyZadovala nizké pH a byla urychlena redukénimi Cinidly
véetné fenolickych sloucenin. Byla indukovana rostlinnymi hormony kyselinou
abscisovou a gibereliny, které zptsobily okyseleni apoplastu. NO2", a nepiimo NOs",
predstavuji hlavni substraty enzymatického i neenzymatického procesu syntézy NO
(Santolini et al., 2017).

NO je velmi nestabilni molekulou. Stabilngj$i S-nitrosothioly jsou meziprodukty
metabolismu NO a vznikaji v biologickych systémech pienosem nitrososkupiny
na nizkomolekularni thioly a proteiny (Kubienova et al., 2013b). Proces posttranslacni
modifikace rostlinnych proteinii na cysteinovych zbytcich S-nitrosylaci vede casto

Kk inhibici enzymatické aktivity nebo zméné funkce proteini (Lee et al., 2008). Cilem
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S-nitrosylace mohou byt také regulacni enzymy, které jsou zapojeny v dulezitych
drahach. Neni proto divu, Ze naruseni regulace hladin S-nitrosothioll v bufice miize vést
k rozvoji riznych patologickych stavu (Foster et al., 2009).

Nejvyznamnéj$im a nejhojnéjsim S-nitrosothiolem je S-nitrosoglutathion (GSNO),
ktery vzniké S-nitrosylacni reakci reaktivnich forem dusiku s bunéénym antioxidantem
glutathionem (Letterier et al., 2011). GSNO funguje jako mobilni zasoba NO a jeho
hlavni funkci je pfenaSet a uvolnovat nitrososkupinu na jiné molekuly (Kubienova et al.,
2013Db).

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR; EC 1.1.1.284) je kli¢ovy enzym katabolismu
S-nitrosoglutathionu, ke kterému ma vysokou substratovou specifitu (Jahnova et al.,
2013). Katalyzuje redukci GSNO =za piitomnosti NADH na smés produkti
(glutathiondisulfid, amoniak, hydroxalamin, glutathion, kyselina sulfinova) v zavislosti
na reak¢nich podminkach (Letterier et al., 2011). Vysledkem enzymové reakce je tedy
pokles hladiny GSNO a snizena pravdépodobnost tvorby S-nitrosothiolti (Gong et al.,
2015). Vyskytuje se u prokaryot i eukaryot a patii do tfidy alkoholdehydrogenas
(Letterier et al., 2011). GSNOR byla nalezena v mnoha rostlinach, mezi které patii
A. thaliana, hrach, kukufice, ryze, slunecnice, paprika ¢i rajée. GSNOR ma rozhodujici
roli v homeostaze intracelularnich hladin NO a v celkovém metabolismu RNS. Podili se
na regulaci smrti rostlinnych bunék (S-nitrosylaci) a na obrannych mechanismech rostlin
pti riznych biotickych a abiotickych stresech (Kubienova et al. 2014).

Aktivita GSNOR je nezbytna pro normalni vyvoj za optimalnich podminek rastu
a aklimatizaci rostlin na vysoké teploty. Dulezitou tlohu GSNOR v termotoleranci
potvrzuje mutant hot-5, ktery obsahuje defektni gen pro GSNOR. Hot-5 mutant je citlivy
vici vysokym teplotam, coZ nesouvisi se signalizaénimi mechanismy vedoucimi
k expresi HSP, jelikoz rtizné typy HSP byly pomoci imunoblotu u hot-5 detekovany (Lee
et al., 2008). Ptic¢inou jeho snizené termotolerance je pravdépodobné naruseni hladiny
S-nitrosothioll a drah reaktivnich forem dusiku (Kubienova et al., 2013b)

GSNOR se podili také na odolnosti vii¢i patogennim infekcim modulaci hladiny
bunéénych S-nitrosothioll (Kubienova et al., 2014). Podle experimentt studie provadéné
na A. thaliana je imunita rostliny vuéi patogenu Peronospora parasitica zvysSena
sniZzenim aktivity GSNO a zvySenim intracelularni hladiny S-nitrosothiolii, coZ vede
ke zvysené expresi PR-1 proteini (Kubienova et al., 2013Db, Letterier et al., 2011). Drahy
GSNOR a SA se pravdépodobné navzajem zesiluji. GSNOR pozitivné reguluje signalni
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sit’ kyseliny salicylové, a naopak exprese genu GSNOR je aktivovana SA (Kubienova et
al., 2014).

K objasnéni fyziologické role endogenné produkovaného NO v termotoleranci
K teplotnimu stresu byva ¢asto pouzit jiz zminény lapa¢ NO, cPTIO. Nedostatek NO ma
za nasledek vyznamné zvyseni oxida¢niho stresu (Song et al., 2006). Dalsimi, Siroce
pouzivanymi latkami pro studium NO jsou fluorescen¢ni sondy. Diaminofluorescein
diacetat (DAF-2 DA) je po prachodu bunéénymi membranami deacetylovan
prostiednictvim bunéfnych esteras. Deacetylaci DAF-2 DA vznika fluorofor 4,5-
diaminofluorescein (DAF-2). Tento aromaticky diamin v piitomnosti kysliku reaguje
s NO za vzniku triazoli. Nevyhodou je, ze metoda detekce NO pomoci DAF-2 neni
selektivni pouze pro NO, nebot’ reakci podléhaji i dusitany (Kupkova a Benes, 2004).
Dalsi nevyhodou je interference DAF-2 s askorbatem a dehydroaskorbatem pii méfeni
fluorescence (Gould et al., 2003).

Dalsi vyznamnou sondou pro detekci NO je 4-amino-5-methylamino-2’,7’-
difluorescein diacetat (DAF-FM DA). Po jeho deacetylaci esterasami v bufice vznika 4-
amino-5-methylamino-2",7 -difluorescein (DAF-FM) (Obr. 15). DAF-FM po reakci
s NO vykazuje intenzivni a stabilni fluorescenci v Sirokém rozsahu hodnot pH. Vznikla
triazolova forma DAF-FM je fotostabilngjsi nez triazolova forma DAF-2, a navic prah
detekce NO u DAF-FM je nizsi nez u DAF-2, okolo 3 nmol-1" (Gupta a Ibaraki, 2015).
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Obr. 15: Reakéni schéma detekce NO prostfednictvim sondy DAF-FM DA (upraveno
podle Mainz et al., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

AA/BIS 30%/0,8% (Bio-Rad, USA)

Aceton (Lach-Ner, Ceska republika)

AEBSF (AppliChem, Némecko)

Akrylamid (Bio-Rad, USA)

BCIP (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
Bisakrylamid (MP Biomedicals, USA)
Bromfenolova modi (Acros Organics, Belgie)
Coomassie Blue G-250 (Bio-Rad, USA)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad, USA)
c-PTIO (Sigma-Aldrich, Némecko)

DAB (Roth, Némecko)

DAF-FM DA (Enzo Life Sciences, USA)
Diethylether (Lach-Ner, Ceské republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, Némecko)

DMF (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dusitan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Glutathion (Acros Organics, USA)

Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydroxid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
Chemiluminiscenéni substrat pro detekci kienovou peroxidasou (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Chlorid hoteénata (Lach-Ner, Ceska replublika)
Chlorid sodny (Lach-Ner, Cesk4 republika)
Kyselina askorbova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina ethylendiamintetraoctovéa (Lach-Ner, Ceské replublika)

33


https://www.biocompare.com/100040-Enzo-Life-Sciences-Inc/

Kyselina fosforeéna (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceské republika)

Kyselina mlé¢na (Lachema, Ceska republika)

Kyselina salicylova (Lachema, Ceska republika)

Methanol (Lachema, Ceska republika)

NADH (AppliChem, Némecko)

n-Butanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Nitroblue tetrazolium chlorid (Roth, Némecko)

Peroxid vodiku (Lach-Ner, Ceska republika)

Persiran amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ponceau S (Merck, Némecko)

Primarni anti-HSP17,6, cytosolic, class I protilatka (Sigma-Aldrich, Némecko)
Primarni monoklonalni anti-heat shock protein 70 protilatka produkovana v mysi
(SigmaAldrich, Némecko)

Sekundarni anti-krali¢i protilatka IgG znacena alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Sekundarni anti-krali¢i protilatka znacena kienovou peroxidasou (Sigma-Aldich,
Némecko)

Sekundarni anti-mysi protilatka IgG znaena alkalickou fosfatasou produkovana v koze
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Sekundarni anti-mysi protilatka znacena kienovou peroxidasou (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Susené nizkotucné mléko (AppliChem, Némecko)

TEMED (Sigma-Aldrich, Némecko)

Tris (MP Biomedicals, Francie)

Tween-20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

Triton X-100 (Acros Organics, USA)

Vaje¢ny albumin (Lanchema, Ceské republika)

3.2 Materialy a pristrojové vybaveni
Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr InoLab pH levell (InoLab, Némecko)
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Digitéalni pfedvazky (KERN, Némecko)

Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Elektromagnetickd michacka (Biosan, Litva)

Chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko)

Inkubator EN 120 (Niive, Turecko)

Kolony NAP-5 (GE Healthcare, USA)

Mikrodesti¢kovy reader Synergy HT (Bio-Tek, USA)
Mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko)

Mikroskop (Olympus, Japonsko)

Nitrocelulosova membrana s péry 0,45 um (Bio-Rad, USA)
Scanner C-Digit Blot (Li-COR, USA)

Termostat (Grant, UK)

Ttepacka Bio Shaker 30 (Biosan, Litva)

Ttepacka vortex V-1 Plus (Biosan Litva)

Vibratom (Leica, Némecko)

Zatizeni pro tank blotting Mini Trans-Blot cell (Bio-Rad, USA)
Zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA)
Zobrazovaci zafizeni Gel Doc EZ Imager (Biorad, USA)

3.3 Biologicky material

Listy rajéete jedlého (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom)

Listy Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom, transgenni rostliny nahG

Biotrofni patogen rajcatového padli (Pseudoidium neolycopersici) byl poskytnut pani
doc. RNDR. Barborou Mieslerovou, Ph.D.

3.3.1 Péstovani rostlinného materialu

Vsechny experimenty byly provadény na rostlinach, které byly staré 3-5 tydni. Seminka
byla vloZena do kvétinace s vodou navlhéenym, zahradnickym substratem, do hloubky
asi 2 cm a lehce ptihrnuta hlinou. Kvétinace byly umistény do fytotronu, kde rostliny byly
pravidelné zalévany a vystaveny podminkam: 12 h osvétleni (od 6 h do 18 h), 12 h tma,

teplota 25 °C.
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3.3.2 Piisobeni stresovych podminek

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl rostlinny material podroben plisobeni dvou
stresovych faktora (teplotni stres, biotrofni patogen) a taktéz byl sledovan soucasny vliv
kyseliny salicylové na produkci HSP, aktivitu enzyma a produkci radikalt kysliku
a dusiku.

Cast rostlinného materialu byla podrobena piisobeni samotného teplotniho stresu.
Rostlinné sazenice byly vloZeny do inkubatoru nastaveného na 40 °C na dobu 2, 4 nebo
24 h. Po vytaZzeni rostlin z inkubatoru byly listy zamrazeny pro dal§i zpracovani,
Vv ptipadé¢ experimenti zaméfenych na histochemickou lokalizaci peroxidu vodiku,
superoxidu a oxidu dusnatého byly listy zpracovany Cerstvé.

Na dalsi casti rostlinného materidlu byl studovan vliv samotné kyseliny salicylové.
Rostlina byla rozprasovacem postiikana roztokem kyseliny salicylové o koncentracich
100 pmol-1"t a 500 pmol-17. Rostlinny hormon pisobil na rajéata v ¢asovych intervalech
2,4 a 24 h. Poté byly listy z rostliny zamrazeny nebo ihned zpracovany.

Byl studovan také vliv kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu na rostlinu.
Rostlina byla postiikana roztokem kyseliny salicylové o koncentracich 100 umol-1™
a 500 umol-1"? a roztok se na listech ponechal asi 30 minut zaschnout. Poté byla rostlina
vlozena do inkubéatoru nastaveného na teplotu 40 °C na dobu 2, 4 a 24 h. Po uplynuti doby
pusobeni teplotniho stresu byly listy zamrazeny nebo hned dale zpracovavany.

Nasledné byly studovany vlivy samotného patogenu, kombinace patogenu a teplotniho
stresu nebo patogenu a kyseliny salicylové na rostlinu.

Pii samotném pusobeni patogenu byly listy vloZzeny do Petriho misek vystlanych
filtracnim papirem na vatu navlh¢enou vodou a nasledné probéhla inokulace patogenem.
Doba ptisobeni patogenni infekce na listy byla 2, 4 a 24 h. Poté byly listy sesbirany
pinzetou a zamraZeny nebo hned zpracovany.

V ptipadé pilisobeni kombinace patogenu a teplotniho stresu byly listy nejprve
vystaveny teplotnimu stresu 40 °C po dobu 2 h a nasledné inokulovany patogenem.
Casové intervaly ptisobeni patogenu byly dlouhé 2, 4 a 24 h.

Posledni variantou puisobeni stresovych faktord na rostlinu byla kombinace patogenu
a kyseliny salicylové o koncentraci 500 umol-1". Listy rajcete byly pokladany do Petriho
misek na vatu navlh¢enou roztokem kyseliny salicylové. Poté byly listy inokulovany

patogenem. Casové intervaly piisobeni patogenu byly stejné jako v ostatnich p¥ipadech.
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3.4 Pouzité metody
3.4.1 Piiprava pufri
3.4.1.1 Pufr pro extrakci pro SDS-polyakrylamidovou elektroforézu

(SDS-PAGE)
Pro extrakci HSP z rostliny byl pfipraven Tris-HCI pufr o koncentraci 0,1 mol-1"t a pH 7.
Na ptipravu 1 1 pufru bylo navazeno 16 g Tris a pH bylo upraveno HCI. Pufr byl

uchovavan v lednici.

3.4.1.2 Pufr do zaostiovaciho gelu pro SDS-PAGE

Pro pfipravu zaostfovaciho gelu byl namichan Tris-HCI pufr o koncentraci 0,5 mol-1™
apH 6,8. Na ptipravu 100 ml pufru bylo rozpusténo 6 g Tris v 80 ml vody a nasledné
bylo upraveno pH na pozadovanou hodnotu pomoci HCI. Nakonec byl objem doplnén

do 100 ml destilovanou vodou.

3.4.1.3 Pufr do déliciho gelu pro SDS-PAGE

Pro piipravu déliciho gelu byl namichan Tris-HCI o koncentraci 1,5 mol-1* a pH 8,8.
Na ptipravu 400 ml pufru bylo rozpusténo 72,6 g Tris v 300 ml vody. Nasledné¢ bylo
upraveno pH na pozadovanou hodnotu pomoci HCI a objem byl doplnén vodou do 400

ml.

3.4.1.4 Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

Vzorky pro elektroforézu byly smichany v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem, ktery byl
ptipraven smichanim 2,5 ml pufru do zaostfovaciho gelu, 4 ml 10 % SDS, 2 ml glycerolu,
2 mg bromfenolové modii a 0,31 g DTT. Objem byl doplnén vodou do 10 ml. Pufr byl

rozpipetovan po 0,5 ml do mikrozkumavek a zamraZen pfi -20 °C.

3.4.1.5 Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE

Elektrodovy pufr, ve kterém probihala SDS-polyakrylamidova elektroforéza, byl
pfipraven rozpusténim 6,05 g Tris, 28,82 g glycinu a2 g SDS v 1 1 vody, po zkontrolovani
hodnoty pH (8,3) byl objem doplnén do 2 1 vodou. Pufr byl uchovavan v lednici.
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3.4.1.6 Blotovaci pufr

Pfenos proteinti z gelu na membranu probihal v blotovacim pufru. Pro pfipravu
blotovaciho pufru bylo rozpusténo 3,025 g Tris a 14,1 g glycinu ve 200 ml vody, nasledné
se pridalo 200 ml methanolu, pH bylo upraveno na hodnotu 8,3 a objem byl doplnén

vodou do 1 1. Pufr byl uchovavan v lednici pii 4 °C.

3.4.1.7 TBS pufr

TBS pufr byl pfipravovan 5x koncentrovany, takze pfi jeho pouziti bylo nutné si jej
nafedit v poméru 1:4 vodou. 5x koncentrovany TBS pufr byl ptfipraven smichanim 15,1 g
Tris a 58,4 g NaCl a jejich rozpusténim v 800 ml vody. Nasledné se upravilo pH na 7,5
pomoci HCl a objem byl doplnén do 1 1 vodou.

3.4.1.8 TBS-T pufr
TBS-T pufr byl pouzivan k promyvani membran a k pfipravé roztokii protilatek
pfi imunodetekci proteinti na membrang. Byl pfipraven z TBS pufru, ktery bylo nejdiive

nutné 5x nafedit. Do 300 ml takto natfedéného pufru bylo ptidano 0,15 ml Tween-20.

3.4.1.9 Pufr pro detekci alkalickou fosfatasou
Pufr pro detekci alkalickou fosfatasou obsahoval Tris v koncentraci 100 mmol-1", MgCl;
v koncentraci 5 mmol-1"t a NaCl v koncentraci 100 mmol-1". pH pufru bylo upraveno

kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 9,5.

3.4.1.10 Pufr pro extrakci a méreni aktivity askorbatperoxidasy (APX)
Pro extrakci a méfeni aktivity askorbatperoxidasy byl piipraven fosfatovy pufr
o koncentraci 0,1 mol-1" pH 7,5 s piidavkem EDTA-Na* v koncentraci 2 mmol-1. Bylo
rozpusténo 5,44 g KH,POs a 10,4 g KoHPO4 a 0,74 g EDTA-Na*® v 800 ml vody.
Nasledné bylo upraveno pH na hodnotu 7 pomoci NaOH nebo kyseliny fosforecné

a objem byl doplnén vodou do 1 1.
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3.4.1.11 Pufr pro extrakci — méieni aktivity
S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)

Pro extrakci rostlinného materialu, u kterého méla byt nasledné¢ métrena GSNOR, byl
ptipraven Tris pufr o koncentraci 50 mmol-1*s 0,2% Triton X-100. Cerstvé pied pouZitim
pak bylo do pufru pfidano DTT v 2 mmol-1"t koncentraci a AEBSF v koncentraci
Immol-1". Na 1 1 roztoku bylo tedy rozpusténo 6,06 g Tris, 2 ml Triton X-100 v 800 ml
vody, pH bylo pomoci HCI upraveno na hodnotu 7,5 a nasledné byl objem doplnénna 1 |

vodou. Pied pouzitim do 10 ml takto pfipraveného pufru piidano 0,0031 g DTT
a 0,0024 g AEBSF.

3.4.1.12 Elucni pufr pro precisténi extrakti a méreni aktivity GSNOR

Pro eluci nizkomolekularnich latek na kolonkach NAP-5 pfi ptipravé vzork pro méteni
GSNOR byl pripraven Tris-HCI pufr o koncentraci 20 mmol-1* pH 8. Pro piipravu 1 1
pufru bylo rozpusténo 2,42 g Tris v 800 ml vody, pH bylo upraveno pomoci HCI

na pozadovanou hodnotu a nésledn¢ byl doplnén objem vodou do 1 1.

3.4.2 Roztoky

Barvici roztok CBB R-250 (0,1% CBB R-250 v 15% kyseliné octové a 45% methanolu)
Barvici roztok Ponceau S (0,2% Ponceau S v 10% kyselin€ octové)

DAB o koncentraci 23 mmol-1" a pH 3,8 pro lokalizaci peroxidu vodiku

NBT o koncentraci 6 mmol-1* pro lokalizaci superoxidu

1% nizkotu¢né mléko v TBS-T

5% nizkotu¢né mléko v TBS-T

Odbarvovaci roztok po barveni CBB R-250 (40% methanol, 10% kyselina octova)
Odbarvovaci roztok pro lokalizaci ROS (ethanol:kyselina mlé¢na:glycerol; 4:1:1)

10% persiran amonny

Roztok BCIP pro detekci alkalickou fosfatasou (5% BCIP v 100% DMF)

Roztok NBT pro detekci alkalickou fosfatasou (10% NBT v 70% DMF)

10% SDS

Tris pufr o koncentraci 10 mmol-1" a pH 7,4

Tris pufr o koncentraci 10 mmol-1* a pH 8 s glycerolem (1:1)

Zasobni roztok CBB G-250 pro metodu Bradforda (50 mg CBB G-250, 25 ml methanolu,

50 ml 85% kyseliny fosfore¢né, doplnéno destilovanou vodou na 100 ml)
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3.4.3 Priprava rostlinnych vzorki

3.4.3.1 Priprava rostlinnych vzorki pro SDS-PAGE

Rostlinny material byl vlozen do tfeci misky a homogenizovan s tfecim piskem
a extrak¢nim pufrem v poméru 1:2. Extrakt byl nasledné centrifugovan 10 minut pti 4 °C
a 16000 g. Po centrifugaci byl odpipetovan supernatant do nové mikrozkumavky. Pro
ptipravu vzorki pro SDS-PAGE byl smichan extrakt se vzorkovym pufrem v poméru 1:1
a nasledné byl vlozen do termostatu vyhtatého na 90 °C na dobu 5 minut. Poté byl vzorek

ochlazen na ledu.

3.4.3.2 Priprava rostlinnych vzorku pro méreni aktivity APX

Zamrazené listy byly ve vychlazené tfeci misce na ledu homogenizovany s moiskym
piskem a extrakénim pufrem v poméru 1:2. Extrakt byl nasledné centrifugovan 10 min
pii4 °Ca 16000 g. Po centrifugaci byl odpipetovan supernatant do nové mikrozkumavky.

Extrakty byly ihned proméfeny na mikrodestickovém readeru.

3.4.3.3 Priprava rostlinnych vzorki pro méreni aktivity GSNOR

Rostlinny materidl byl homogenizovan v tfeci misce na ledu s tekutym dusikem,
motskym piskem a extrakénim Ccinidlem, které bylo pfidano dvojnasobné vic nez
rostlinného materidlu. Poté byl extrakt pfenesen do mikrozkumavky a za obcasného
protfepani byl ponechan 20 min na ledu. Poté byl zcentrifugovan pii 4 °C a 16000 g
po dobu 20 min. Supernatant byl odpipetovan a pfecistén na NAP-5 kolonkach. Kolonka
byla nejprve ekvilibrovana 3x po sobé 2,5 ml Tris 0 koncentraci 20 mmol-1" o pH 8. Poté
bylo na kolonku naneseno 250 ul extraktu, ktery se nechal kolonkou protéct. Po jeho
proteceni bylo na kolonku naneseno 500 pl eluéniho pufru a takto preciStény extrakt byl
pod kolonkou sbirdn do mikrozkumavky. Poté byla kolonka promyta 25 ml destilované

vody.

3.4.4 SDS-PAGE

Skla knalévani gelu byla odmasténa ethanolem. Slozené pary skel byly vlozeny
do stojanku na skla. Nalitim vody mezi skla bylo ovéfeno, Ze skla dobfe té€sni a po jejim

odstranéni se ptistoupilo k ptipraveé roztoku déliciho gelu.
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Tab.1: Slozeni 10% a 7% déliciho gelu a 4% zaostfovaciho gelu. Objemy jsou v ml (na 2 gely).
AA/BIS 30%/0,8%, Tris-HCI do dé&liciho gelu (1,5 mol-1?, pH 8,8), Tris-HCI do zaostiovaciho
gelu (0,5 mol-1?, pH 6,8).

Typ gelu | AA/BIS | Tris-HCI | Tris-HCI | H20 SDS | TEMED | Start
do dél. | do zaost. APS

10% dél. 3,4 2,5 - 3,8 0,1 0,01 0,07
7% dél. 2,3 2,5 - 5,1 0,1 0,01 0,07
4% zaost. 1,3 - 2,5 5,9 0,2 0,02 0,12

Pridavkem 10% roztoku APS byla iniciovana polymerace gelu. Roztok byl ihned nanesen
do prostoru mezi sklicky a poté na n& byla nanesena tenka vrstva n-butanolu
pro zamezeni piistupu kysliku. Asi po 15 minutich byl ze ztuhlého gelu odstranén n-
butanol. Do prostoru mezi skly byla stfickou nanesena voda na promyti a jeji piebytek
byl nasledné odsat filtraénim papirem. Nésledné¢ byl nanesen zaostfovaci gel jiz
s ptidavkem APS a ihned byl vloZen plastovy hiebinek o vhodné tloust'ce pro vytvoreni
jamek pro naneseni vzorku.

Po zatuhnuti gell byla sklicka pfenesena do elektroforetické komirky, do které byl
nalit po znacku elektrodovy pufr. Po vytazeni hiebinkii byly do jamek nanaseny
automatickou pipetou v objemu 10 pl. Po naneseni vzorkd byla elektrodova nadoba
uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji. Zdroj byl nastaven na 100 V, po 20 minutach bylo
napéti zvySeno na 180 V. Po doputovani bromfenolové modii na dolni okraj skla byla
aparatura odpojena od zdroje a skla byla vytazena z komulrky. Po odd¢leni skel od sebe
byl odtiznut spodni roh gelu pro lepsi orientaci Vv nanaseni vzorkl a gel byl opatrné

oddélen od sklicka a ptipraven tak k dalSimu pouziti.

3.4.4.1 Detekce proteinti barvivem Coomassie Brilliant Blue R-250

Gel byl vloZen do roztoku barviva a v ném byl ponechan ptes noc. Nasledujiciho dne bylo
barvivo slito a nahrazeno odbarvovacim roztokem, ktery se s gelem inkuboval nejméné

2 hodiny. Poté byl gel zdokumentovan zobrazovacim zafizenim Gel Doc EZ Imager.

41



3.4.5 Western blot
3.45.1 Tank blot

Na cernou stranu blotovaci kazety byla polozena porézni houbicka nasdkla blotovacim
pufrem, na houbicku vlhky filtra¢ni papir. Gel z elektroforézy byl umistén na filtra¢ni
papir, na gel byla nasledn¢ ptilozena nitrocelulosovd membrana ve velikosti gelu, ktera
méla odstiizeny roh pro lep$i orientaci v naneseni vzorkd. Valeckem byly vytlaceny
vzduchové bubliny mezi gelem a membranou, aby byly proteiny z gelu na membranu
dobie preblotovany. Membrana byla piiklopena opét navlhéenym filtracnim papirem
a cely sendvic byl dokoncen ptilozenim blotovacim pufrem nasaklé porézni houbicky.

Kazeta byla vlozena do blotovaci komurky tak, aby Cerna strana kazety sméfovala
k Cerné stran¢ blotovaci aparatury. Do blotovaci komurky byl nalit blotovaci pufr a vicko
bylo ptiklopeno ke komurce. Cela aparatura byla vlozena do lednice a ptipojena ke zdroji,
na kterém byl nastaven proud v hodnoté mA/cm? plochy membrany. Blotovéani bylo vzdy
provedeno pfes noc.

Nasledujici den byla aparatura vypojena ze zdroje napéti a membrana byla vlozena
na 30 minut do roztoku Ponceau S pro kontrolu GspéS$nosti pienosu. Po proplachnuti
membrany vodou bylo v ptipadé spravného pieneseni mozno vidét cervené bandy. Poté

byla membrana odbarvena roztoku TBS-T a pokracovalo se v imunodetekci.

3.4.5.2 Imunochemicka detekce proteinti na membrané

Membrana byla vloZena na 2 hodiny do 5% roztoku nizkotu¢ného mléka, ¢imz bylo
zabranéno nespecifickym vazbam protilatek (zablokovani membrany). Poté byla 3x
promyta po dobu 10 minut roztokem TBS-T. Mezitim byl pfipraven roztok primarni
protilatky, kterd byla nafedéna 1% nizkotu¢nym mlékem. Inkubace membrany v primarni
protilatce (anti-HSP17,6, cytosolic, class | — fedéni 1:2000/monoklonalni anti-HSP70
produkovana v mysi — fedéni 1:1000) probihala pies noc. Nasledujiciho dne byla
membrana opé€t 3x promyta po dobu 10 minut roztokem TBS-T a vloZena do roztoku
sekundarni protilatky (anti-krali¢i IgG protilatka znacena alkalickou fosfatasou — fedéni
1:5000/anti-mysi IgG protilatka znacena alkalickou fosfatasou produkovana v koze —
fedéni 1:5000/anti-mysi protilatka znacena kienovou peroxidasou — fedéni 1:10000/anti-
krali¢i protilatka znacend kienovou peroxidasou — fedéni 1:10000), kterd byla nafedéna
1% nizkotu¢nym mlékem. Inkubace membrany v sekunddrni protilatce probihala 2

hodiny. Po inkubaci prob&hlo promyti membrany v roztoku TBS-T. Pro vizualizaci bandd
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alkalickou fosfatasou byl pouzit roztok NBT-BCIP. Bylo smichano 33 pl roztoku NBT,
33 ul roztoku BCIP a 10 ml pufru pro detekci alkalickou fosfatasou. Membrana byla
inkubovéna v barvicim roztoku asi 1 minutu do vytvoreni viditelnych ¢ernych bandi
na bilém pozadi. Pro vizualizaci bandt kifenovou peroxidasou byl k membrané ptidan
chemiluminiscenc¢ni substrat.

Vysledek experimentu v piipadé detekce alkalickou fosfatasou byl zdokumentovan
fotoaparatem a bandy byly densitometricky vyhodnoceny pomoci programu Image
Studio Lite Ver 5.2. Pti detekci HSP kienovou peroxidasou byl k dokumentaci vysledk
pouzit piistroj Scanner C-Digit Blot.

3.4.6 Stanoveni koncentrace celkovych proteinii metodou Bradforda
Byl ptipraven zasobni roztok CBB G-250. Tento roztok byl uchovavan v lednici pti 4°C.
Pted pouzitim byl nafedén v poméru 1:4 destilovanou vodou. Dale byla pfipravena
kalibra¢ni fada proteinu BSA o koncentraci 0,2-1,4 mg-ml™.

Do jamky bylo postupné pipetovano 45 pl deionizované vody, 5 ul standardu nebo
vzorku proteinu a nakonec 200 ul roztoku Bradfordova ¢inidla. Po 5 minutach vyvijeni
zbarveni byla na readeru zméfena absorbance pii 595 nm.

Vyhodnoceni probéhlo vyuzitim rovnice linedrni regrese pro kalibrac¢ni fadu standardu
a z ni byly znaméfenych absorbanci vzorkii vypocitany koncentrace proteinti

ve vzorcich.

3.4.7 Méreni aktivity APX

Princip metody méfeni aktivity askorbatperoxidasy je pozorovani poklesu absorbance,
ktery je zptisoben oxidaci substratu askorbatu enzymem.

Na mikrodesti¢ku pro méteni v UV oblasti bylo do jamky napipetovano nejprve 125 pl
fosfatového pufru o koncentraci 0,1 mol-1* a pH 7, dale 72 ul &erstvé ptipraveného
roztoku askorbatu o koncentraci 1,75 mmol-I* a 15 ul extraktu. U blanku byl misto
extraktu pouZzit extrakéni pufr. Reakce byla nastartovdna 38 pl Cerstvé pfipraveného
roztoku peroxidu vodiku o koncentraci 0,7 mmol-17.

Desticka byla vloZzena do readeru a byl sledovan pokles absorbance pii 290 nm

v intervalech 10 s po dobu 1 minuty.
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Katalytick4 aktivita byla vypoctena s vyuzitim molarniho absorpéniho koeficientu,
pro askorbat & = 2,8 mMtcm™ a délky optické drahy, kterd ¢inila v jamce mikrodesticky
0,735 cm.

Specificka aktivita byla vypoétena podilem celkové aktivity enzymu v kat/ml

a koncentrace proteinti v mg-ml?, jez byla zjisténa metodou Bradforda.

3.4.8 Piiprava S-nitrosoglutathionu

Navazka 614 mg glutathionu byla rozpusténa ve 3 ml HCI o koncentraci 0,5 mol 1" a cela
kadinka byla chlazena na ledové lazni. Dale byla k roztoku glutathionu pomalu
ptrisypavana navazka 138 mg NaNO.. Reakéni smés se poté ponechala na ledu 40 minut
za vzniku rtzové srazeniny S-nitrosoglutathionu. Po uplynuti 40 minut byla srazenina
odsata na filtracnim papife na Biichnerové nalevce. Poté byla 2x promyta 10 ml ledové
vychlazené deionizované vody, 2x 10 ml vychlazeného acetonu a 2x 10 ml vychlazené¢ho
diethyletheru. Odsatd srazenina byla seSkrabana Spachtli z filtraéniho papiru
na hlinikovou folii byla ponechdna na 30 minut v exikdtoru na dosuSeni a ihned

zamrazena v plastové mikrozkumavce.

3.4.9 Méreni aktivity GSNOR
Principem méteni aktivity GSNOR pomoci spektrofotometru je pozorovani poklesu
absorbance pii redukci substratu NADH enzymem.

Do 96 jamkové desti¢ky bylo do kazdé jamky napipetovano nejprve 225 ul Tris pufru
0 koncentraci 20 mmol-1* a pH 8, 15 ul extraktu, 30 pl roztoku NADH o koncentraci
2 mmol-1" a 30 ul roztoku S-nitrosoglutathionu o koncetraci 4 mmol-1?. Do blanku bylo
misto S-nitrosoglutathionu napipetovano 30 pl destiované vody. Byla méfena zména
absorbance pii 340 nm po dobu 10 minut v intervalech po 20 s.

Katalytickéd aktivita byla vypoctena s vyuZitim molarniho absorp¢niho koeficientu,
pro NADH & = 6220 M cm™ a hodnoty DOD, kter4 ¢inila 0,75.

Specificka aktivita byla vypoétena podilem celkové aktivity enzymu v kat/ml

a koncentrace proteinit v mg/ml, jez byla zjiSténa metodou Bradforda.
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3.4.10 Provedeni statistické analyzy vysledkii

Statisticka analyza vysledkii méfeni aktivit enzymi askorbatperoxidasy s S-
nitrosoglutathionreduktasy byla provedena pomoci T-testu v programu Microsoft Excel.
Hladina vyznamnosti byla zvolena 0,05. Na zaklad¢ testovaciho kritéria F-testu byl
aplikovan pfislusny typ T-testu, diky némuz bylo rozhodnuto, které experimentalni

skupiny jsou statisticky vyznamné odli$né oproti kontrolni skuping.

3.4.11 Histochemicka lokalizace peroxidu vodiku a superoxidu

Princip detekce peroxidu je reakce 3,3 -diaminobenzidinu (DAB) s peroxidem vodiku,
ktera je katalyzovana rostlinnymi peroxidasami. Polymeraci oxidovaného DAB vznika
stabilni hnédy produkt nerozpustny v alkoholu.

Princip detekce superoxidu je reakce tetrazoliové modii (NBT, nitroblue tetrazolium
chlorid), ktera se diky své rozpustnosti dostava do bunky, kde je redukovana superoxidem
na nerozpustny modry formazan.

Nejprve byly pfipraveny Cerstvé roztoky DAB a NBT a rozpipetovany do Petriho
misek. Listy rajcat byly ponofeny do téchto roztokd a pro zvyseni infiltrace roztokl
do pletiv byly Petriho misky umistény pod vakuum do exikatoru na 20 minut. Inkubace
listkti v roztocich trvala 2 hodiny, roztok DAB byl chranén pted svétlem. Negativni
kontrola byla inkubovana s pfidavkem kyseliny askorbové ve finalni koncentraci
10 mmol 1.

Po ukonc¢eni doby inkubace byly listy oplachnuty v destilované vod¢ a pro odbarveni
chlorofylu byly vloZeny na 20 minut do odbarvovaciho roztoku pii 80 °C. Odbarvené
listy byly uchovany v glycerolu vyfotografovany a pozorovany pod mikroskopem.
Pfitomnost peroxidu je pozorovana jako hnédé zbarveni, ptfitomnost superoxidu jako

modra barva.

3.4.12 Histochemicka lokalizace oxidu dusnatého

Pro detekci oxidu dusnatého v listech byla do Petriho misek nalita 4% agarosa
a po dosazeni jeji teploty na hodnotu 40 °C byly do ni vloZeny na kolmo segmenty listti
s vyraznou zilnatinou. Miska s agarem byla vychlazena na ledové lazni. Poté byly
skalpelem vyfiznuty kvadry agarosy se vzorkem o velikosti cca 1,5 x 1,5 cm. Kvadr byl
opracovan skalpelem do tvaru pyramidy, kterd byla pfilepena na zakladni kostku

vibratomu.
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Tloustka ezl byla na vibratomu nastavena na 100 um. Rezy byly nisledn& umistény
do Tris pufru o koncentraci 10 mmol-1* a pH 7.4 na dobu 5 minut. Nasledné byla &ast
fezli pfemisténa na 20 minut do roztoku c¢PTIO o koncentraci 200 pmol-1? (lapad NO)
pro negativni kontrolu, ¢ast zlstala po stejnou dobu stale v Tris pufru. Po uplynuti doby
inkubace byla pfesunuta negativni kontrola do roztoku, ktery obsahoval cPTIO
v koncentraci 200 pmol-I' a fluorescenéni sondu DAF-FM DA v koncentraci
40 umol-1t. Druha &ast fezi byla piesunuta z pufru do DAF-FM DA o koncentraci
40 umol-1". Inkubace fezd se sondou probihala 30 minut. Poté byly viechny fezy opét
pfemistény na dobu 5 minut do Tris pufru.

Rezy byly pieneseny na podlozni skli¢ko, zakapnuty Tris pufrem o koncentraci
10 mmol 1" a pH 8 smichanym s glycerolem v poméru 1:1 a piekryty krycim sklickem.
Pod mikroskopem byl pozorovan zeleny fluorescencni signal v mist¢ vzniku NO
za pouziti hranolu UMWB2. Excita¢ni vlnova délka ptislusné fluorescencni znacky je
495 nm, emisni 515 nm. Vzorky byly pozorovény i pod viditelnym svétlem. Experimenty
byly zdokumentovany snimky vzorkd, jez byly nasledné vyhodnoceny pomoci programu

ImageJ.
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4 VYSLEDKY
4.1 Optimalizace metody Western blot pro detekci HSP

4.1.1 Redéni primarni protilatky k detekci HSP70

SDS-PAGE byla provedena s pouzitim 10% déliciho a 4% zaosttovaciho gelu. Extrakty
ze S. lycopersicum cv. Micro-Tom byly upraveny pro podminky SDS-PAGE a nanaseny
v mnozstvich 5 ul, 10 ul a 15 pl do jamky. Po elektroforéze byly na jednom z gela
detekovany proteiny ¢inidlem CBB (Obr. 16), druhy byl pouzit pro pteblotovani proteint
Z gelu na membranu a imunochemickou detekci HSP70.

Po kontrole spravného pienosu cinidlem Ponceau Sa blokovani membrany
5% nizkotuénym mlékem byla membrana rozstfihnuta na tfi ¢asti se stejné¢ nanesenymi
vzorky. Jednotlivé ¢asti byly dale inkubovany s rizné natedénymi roztoky primarni mysi
monoklonalni anti-HSP70 protilatky. Primarni protilatka byla fedéna 1% nizkotuénym
mlékem v pomérech 1:500, 1:1000 a 1:5000. Po inkubaci membran s roztoky primarni
protilatky byly membrany inkubovany se sekundarni kozi anti-mysi IgG protilatkou
znacenou alkalickou fosfatasou, kterd byla natfedéna podle pokynii vyrobce 1%
nizkotuénym mlékem v poméru 1:5000. Po inkubaci membrén se sekundarni protilatkou
a promyti byly bandy HSP70 vizualizovany s vyuzitim roztoku NBT-BCIP (Obr. 16).

Detekce proteinit na gelu ¢inidlem CBB byla tspésnd. ZvySeni fedéni primarni

protilatky nizkotu¢nym mlékem zpiisobilo sniZeni intenzity bandi na membrané.

Wl 5 10 15 5 10 15 5 10 15

| |
=4 - 24 3 Jad Lo

: -l
1:500 1:1000 1:5000
redéni primarni protilatky
B C D

Obr. 16: Optimalizace fedéni primarni protilatky pro detekci HSP70. Obr. A: Detekce proteint
Vv polyakrylamidovém gelu ¢inidlem CBB. Obr. B, C, D: Imunochemicka detekce HSP70
na blotovaci membrané s pouzitim rizného fedéni primarni protilatky. Nad bandy je uvedeno
mnozstvi naneseného vzorku do jamky v pl, pod obrazky pomér fedéni primarni protilatky 1%
nizkotuénym mlékem.
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Obr. 17: Srovnani primarnich protilatek pro imunochemickou detekci smHSP. Pouzity typ
primarni protilatky je oznacen pod obrazky. Nad bandy je uvedeno mnozstvi naneseného vzorku
do jamky v ul.

4.1.2 Vybér primarnich protilatek pro detekci smHSP
K detekci smHSP byly vyzkouSeny protilatky na HSP17,6 a HSP17,7. SDS-PAGE byla

provedena s pouzitim 10% dé&liciho a 4% zaostfovaciho gelu. Extrakty ze S. lycopersicum
cv. Micro-Tom byly upraveny pro podminky SDS-PAGE a nanaseny v mnozstvich 5 pl,
10 pl a 15 pl do jamky. Po elektroforéze nasledoval pienos proteini z gelu na membranu.
Po kontrole spravného ptenosu cinidlem Ponceau S a blokovani membran 5%
nizkotuénym mlékem byla jedna membrana vlozena inkubovana s primarni krali¢i anti-
HSP17,6 (cytosolicka ttida I) protildtkou fedénou 1% nizkotuénym mlékem v poméru
1:2000 podle pokynu vyrobce. Druha membrana byla inkubovana s primarni anti-
HSP17,7 (cytosolicka ttida IT) protilatkou, fedénou stejnym pomérem. Po uplynuti doby
inkubace membran v roztocich primarnich protilatek a promyti byly membrany vlozeny
do roztoku sekundarni kozi anti-krali¢i IgG protilatky znacené alkalickou fosfatasou.
Vizualizace bandti smHSP byla provedena s vyuzitim roztoku NBT-BCIP (Obr. 17).
Imunochemicka detekce smHSP byla na obou membranach uspés$nd, avSak intenzita

bandit HSP17,6 je vyssi ve srovnani s intenzitou bandd HSP17,7.

4.1.3 Vybér koncentrace déliciho gelu

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena s pouzitim 7% a 10% d¢liciho gelu a 4%
zaosttovaciho gelu. Extrakty ze S. lycopersicum cv. Micro-Tom byly upraveny

pro podminky SDS-PAGE a nanaseny do jamek v mnozstvich 5 pl, 10 ul a 15 pl.
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delici gel

Obr. 18: Imunochemicka detekce HSP70 pti pouziti 10% a 7% dé€liciho gelu. Pod obrazky je
uvedeno procentualni slozeni déliciho gelu, nad bandy mnozstvi naneseného vzorku do jamky
v ul.

S gely s nizsi koncentraci bylo potfeba manipulovat opatrné, protoze byly pomérné
nestabilni a nychylné k roztrhnuti. Po pieblotovani proteint z gelu na membranu, kontrole
uspésnosti prenosu ¢inidlem Ponceau S a blokovani membrany 5% nizkotu¢nym mlékem
nasledovala inkubace obou membran s primarni mysi anti-HSP70 protilatkou a nasledné
se sekundarni kozi anti-mysi IgG protilatkou znacenou alkalickou fosfatasou. Vizualizace
bandi HSP70 byla provedena s vyuzitim roztoku NBT-BCIP (Obr. 18).

Bylo ovéfeno, ze separace proteintt v 7% délicim gelu, nasledna imunodetekce a
vizualizace proteini alkalickou fosfatasou umoziuje oproti pouziti 10% déliciho
gelu detekci dvou izoforem HSP70 (konstitutivni a teplotné indukované), coz se projevilo
dvéma bandy tésné umisténymi pod sebou. U vSech nésledujicich experimentti, kromé
jednoho experimentu (Obr. 26), byl tedy pouzivan 7% d¢lici gel, aby doslo k verifikaci
produkce teplotné indukovanych HSP70 v ptipad¢ plsobeni faktoru teplotniho stresu.

4.2 Analyza hladin HSP v listech rajcete pri vystaveni teplotnimu stresu,
kyseliné salicylové a infekci biotrofnim patogenem

4.2.1 Hladiny HSP v listech raj¢ete vystavenych teplotnimu stresu

Rostliny S. lycopersicum cv. Micro-Tom a nahG rostliny byly vystaveny teploté 40 °C v
inkubatoru po dobu 2, 4 a 24 h. Kontrolni rostliny byly inkubovany po dobu 2, 4 a 24 h
pfi laboratorni teploté. Listy byly zpracovany do extraktd, které byly upraveny pro
podminky SDS-PAGE. Elektroforéza byla provedena s pouzitim 7% déliciho a 4%

zaosttovaciho gelu. VSechny vzorky byly do jamek naneseny v mnozstvi 10 pl.
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Obr. 19: Detekce proteinti v extraktech listl rajéete v polyakrylamidovém gelu ¢inidlem CBB. K
= kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba ptisobeni teplotniho stresu. Nad popisky casovych interval je
uvedeno, o jaky druh rajcete se jedna.

Po elektroforetické separaci byly proteiny v jednom gelu detekovany c¢inidlem CBB
(Obr. 19), dalsi dva gely byly dale pouzity pro detekci HSP.

Po kontrole pfenosu proteint a blokovani membrany 5% nizkotu¢nym mlékem byly
membrany vlozeny do pfislusného roztoku primarni protilatky (primarni mysi anti-
HSP70 protilatka/primarni krali¢i anti-HSP17,6 protilatka). Nasledovala inkubace
s ptisluSnym roztokem sekundarni protilatky (sekundéarni kozi anti-mysi IgG protilatka
znacena alkalickou fosfatasou/sekundarni anti-krali¢i IgG protilatka znac¢ena alkalickou
fosfatasou). Vizualizace bandi HSP byla provedena s vyuzitim roztoku NBT-BCIP.
Nasledovalo densitometrické vyhodnoceni intenzity detekovanych bandi na membrané
v programu Image Studio Lite Ver 5.2.

U vSech teplotné stresovanych rostlin byly v listech exprimovany obé¢ izoformy
HSP70. U nahG rostlin byla hladina HSP70 vyssi nez u S. lycopersicum cv. Micro-Tom,
zejména v prvnim ¢asovém intervalu. Po 2 h piisobeni teplotniho stresu byl zaznamenan
nejvyssi narast hladiny HSP70, v pozdnich intervalech nasledoval pokles (Obr. 20).

Densitometrické vyhodnoceni bandd bylo provedeno pro celkové HSP70, nikoli pro
kazdou izoformu zvlast, z divodu nedokonalého rozdéleni bandt (izoforem) v gelu
u vzorkii NahG 4 h, 24 h. Vyhodnoceni kazdé izoformy zvlast' by nebylo objektivni,

protoze jednotlivé bandy nejdou piesné ohranicit. V kvantifikaci timto zpisobem bylo
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Obr. 20: Vliv teplotniho stresu na hladiny HSP70 v listech rajcete. A: Imunochemicka detekce
HSP70 na membrané. K = kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba ptisobeni teplotniho stresu. Nad popisky
¢asovych intervald je uvedeno, o jaky druh rajcete se jedna. B: Densitometrické vyhodnoceni
hladin HSP70. Kontrola brana jako 100 %.

pokra¢ovano i v nasledujicicich experimentech, kde se vyskytovaly ob¢ izoformy HSP70,
aby byla zachovana stejna metoda vyhodnocovani vysledki.

Oproti vysledkim pro HSP70 byla detekce HSP17,6 netispésna (Obr. 21). Tento pokus
byl dvakrat zopakovéan a v obou ptipadech byl vysledek stejny. Je mozné, Ze primarni
protilatka byla jiz nefunk¢ni, ackoli byla podle pokynii vyrobce uchovavana v mrazicim
boxu pii -20 °C. Pfenos HSP70 na membranu také nebyl pfili§ uspokojivy. Detekce
smHSP pomoci citlivéjsi kifenové peroxidasy, kterd nebyla z ¢asovych davodu

provedena, by mohla teoreticky poskytnout lepsi vysledky.
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Obr. 21: Vliv teplotniho stresu na hladiny HSP17,6 v listech rajcete. A: Imunochemicka detekce
HSP17,6 na membrané. K = kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba pisobeni teplotniho stresu. Nad
popisky ¢asovych intervald je uvedeno, o jaky druh rajéete se jedna. B: Detekce proteint
na blotovaci membrané ¢inidlem Ponceau S po ptenosu proteint z gelu. K = kontrola; 2 h, 4 h,
24 h = doba ptisobeni teplotniho stresu. Nad popisky ¢asovych intervall je uvedeno, o jaky druh
rajcete se jedna.

4.2.2 Hladiny HSP v listech rajcete vystavenych Kkyseliné salicylové
Na rostliny S. lycopersicum cv. Micro-Tom a nahG rostliny bylo pisobeno postiikem
kyselinou salicylovou o koncentraci 100 pmol-1? a 500 pmol-1?%, ktera na rostliny
pusobila v ¢asovych intervalech 2, 4 a 24 h pfi laboratorni teploté. Kontrolni rostlina
nebyla osetfena kyselinou salicylovou. Listy byly zpracovany do extraktt, jez byly
upraveny pro podminky SDS-PAGE. Elektroforéza byla provedena se 7% d¢licim a 4%
zaostfovacim gelem. Do jamek byly vSechny vzorky naneseny v mnozstvi 10 ul. Po
elektroforéze byly proteiny pieblotovany z gelu na membranu a GspéSnost pfenosu byla
ovéfena Cinidlem Ponceau S. Nasledné byly membrany blokovany 5% nizkotuénym
mlékem.

Poté byly inkubovény s roztokem primérni protilatky (primérni mysi anti-HSP70

protilatka/primarni krali¢i anti-HSP17,6 protilatka). Nasledovala inkubace s ptislusnym
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roztokem sekundarni protilatky (sekundarni kozi anti-mysSi IgG protilatka znacena
alkalickou fosfatasou/sekundarni anti-krali¢i IgG protilatka znafena alkalickou
fosfatasou). Vizualizace bandi byla provedena s vyuzitim roztoku NBT-BCIP.
Nasledovalo densitometrické vyhodnoceni v programu Image Studio Lite Ver 5,2.

Pusobeni kyseliny salicylové v obou koncentracich vyvolalo ve vsech casovych
intervalech u S. lycopersicum cv. Micro-Tom zvyseni hladin konstitutivnich HSP70
oproti kontrole, naopak u nahG rostlin doslo k jejich snizeni (Obr. 22).

Densitometrické vyhodnoceni u smHSP nebylo provadéno u zadnych experimentt
v diplomové praci, jelikoz u nékterych casovych intervald nejsou bandy ani okem patrné.
Nejvyssi hladina HSP17,6 byla po piisobeni obou koncentraci kyseliny salicylové po 24 h
(Obr 23).
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Obr. 22: Vliv postriku kyselinou salicylovou na hladiny HSP70. SA byla pouzita v koncentracich
100 pmol-1t a 500 pmol-1?1. A: Detekce HSP70 na membrané. K = kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba
pusobeni teplotniho stresu. Nad popisky Casovych intervall je uvedeno, o jakou koncentraci
kyseliny salicylové se jednalo. Pod bandy je uveden typ rajcete, na ktery kyselina salicylova
pusobila. B: Densitometrické vyhodnoceni hladin HSP70 po pisobeni kyseliny salicylové
o0 koncentraci 100 pmol 1. C: Densitometrické vyhodnoceni hladin HSP70 po piisobeni kyseliny
salicylové o koncentraci 500 umol-1"%. Kontrola brana jako 100 %.
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Obr. 23: Vliv postiiku kyselinou salicylovou na hladiny HSP17,6. SA byla pouzita v
koncentracich 100 pmol-1* a 500 umol 1. K = kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba plisobeni kyseliny
salicylové. Nad popisky ¢asovych intervalll je uvedeno, o jakou koncentraci kyseliny salicylové
se jednalo. V dolni ¢asti obrazku je uveden druh rajcete, na ktery kyselina salicylova pusobila.

4.2.3 Vliv soucasného pusobeni kyseliny salicylové a teplotniho stresu na

hladiny HSP
Na rostliny S. lycopersicum cv. Micro-Tom a nahG rostliny bylo ptisobeno postiikem
kyselinou salicylovou o koncentraci 100 umol-1* a 500 pmol-1? a nasledné podrobeny
teplotnimu stresu v ¢asovych intervalech 2, 4 a 24 h. Jedna rostlina nebyla oSetfena
kyselinou salicylovou ani podrobena teplotnimu stresu a slouzila jako kontrola. Extrakty
z listd byly upraveny pro podminky SDS-PAGE. Elektroforéza byla provedena se 7%
délicim a 4% zaostfovacim gelem. Do jamek byly vzorky naneseny v mnozstvi 10 pl.

Po probéhnuti elektroforézy, kontrole tspéSnosti pienosu proteini z gelu
na membranu ¢inidlem Ponceau S a blokovani membrany 5% nizkotu¢nym mlékem byly
membrany inkubovany s roztokem primarni protilatky (primarni mysi anti-HSP70
protilatka/krali¢i primarni anti-HSP17,6 protilatka). Nasledovala inkubace se
sekundarnimi protilatkami (sekundarni kozi anti-mysi IgG protilatka znacena alkalickou
fosfatasou/anti-krali¢i IgG protilatka znacena alkalickou fosfatasou). Vizualizace bandd
HSP byla provedena s vyuzitim roztoku NBT-BCIP, nasledovala dokumentace vysledki
a densitometrické vyhodnoceni programem Image Studio Lite Ver 5.2 .

Plsobeni kombinace teplotniho stresu a kyseliny salicylové v koncentracich
100 pumol 1t a 500 pmol-1t vyvolalo v listech rostlin kromé& produkce konstitutivni
izoformy také teplotné indukovanou izoformu HSP70, ale pouze v nékterych ¢asovych

intervalech. U kontroly byla pfitomna pouze konstitutivni izoforma (Obr. 24).
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Obr. 24: Vliv postiiku kyselinou salicylovou a teplotniho stresu na hladiny HSP70. SA byla
pouzita v koncentracich 100 umol-1* a 500 umol-1?). A: Detekce HSP70 na membrang. K =
kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba puisobeni teplotniho stresu. Nad popisky ¢asovych intervalu je
uvedeno, o jakou koncentraci kyseliny salicylové se jednalo. Pod bandy je uveden typ rajéete, na
ktery kyselina salicylova ptsobila. B: Densitometrické vyhodnoceni hladin HSP70 po piisobeni
kyseliny salicylové o koncentraci 100 pmol-1? a teplotniho stresu. C: Densitometrické
vyhodnoceni hladin HSP70 po plsobeni kyseliny salicylové o koncentraci 500 umol-1*
a teplotniho stresu. Kontrola brana jako 100 %.

Hladiny HSP17,6 byly nejvyssi po 24 h pusobeni teplotniho stresu a kyseliny
salicylové v obou koncentracich. V porovnani s vysledky detekce HSP17,6 pfi samotném
pisobeni kyseliny salicylové byly bandy pfitomny i v dal§ich ¢asovych intervalech
(Obr. 25).
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Obr. 25: Vliv postfiku kyselinou salicylovou a teplotniho stresu na hladiny HSP17,6. K =
kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba piuisobeni teplotniho stresu. Nad popisky ¢asovych intervala je
uvedeno, o jakou koncentraci kyseliny salicylové se jednalo. Pod bandy je uveden druh rajcete,
na ktery kyselina salicylova piisobila.

4.2.3.1 Vliv kyseliny salicylové na expresi HSP70 pri teplotnim stresu
Extrakty rostlin vystavenych teplotnimu stresu, kyselin¢ salicylové o koncentraci
500 umol-1* a jejich kombinaci po dobu 2, 4 a 24 h, upravené pro SDS-PAGE, byly
naneseny do jamek tak, aby bylo mozno bandy néasledn¢ dobie porovnat. Byla provedena
SDS-PAGE s vyuzitim 10% d¢liciho a 4% zaostfovaciho gelu. Piislusné sloZeni déliciho
gelu bylo vybrano z duvodu pouziti 10% gelu v experimentu uvedeném v odborné
publikaci (Snyman a Cronje, 2008), kterym byl tento pokus inspirovan. Pro zachovani
ur€ité systemati¢nosti vysledku by ale bylo vhodné pfisté tento experiment provést v 7%
délicim gelu, aby doslo k separaci HSP70 na dvé izoformy.

Proteiny byly pfeblotovany z gelu na membranu. Nésledné probéhlo blokovani
membrany 5% nizkotuénym mlékem a detekce HSP70 primarni anti-HSP70 protilatkou
produkovanou v mysi a sekundarni anti-mysi IgG protilatkou znacenou alkalickou
fosfatasou produkovanou v koze. Vizualizace bandi HSP70 byla iniciovana pfidavkem
roztoku NBT-BCIP (Obr. 26). Vysledek byl zdokumentovan a densitometricky
vyhodnocen programem Image Studio Lite Ver 5.2.

Vysledky experimentu, kde byly vedle sebe na gel naneseny extrakty listd, na které
pusobily faktory kyseliny salicylové, teplotniho stresu a jejich kombinace, ukazuji, ze
po 24 h piisobeni kyseliny salicylové o koncentraci 500 pmol-1? a teplotniho stresu na
S. lycopersicum cv. Micro-Tom byla hladiny HSP70 vys$$i neZ u ptisobeni samotného

teplotniho stresu. Naopak u nahG rostliny k tomuto procesu viibec nedochézi (Obr. 26).

56



Mikrotom NahG
K SA TS SA+TS K SA TS SA+TS

-

2h~ - - “ — —

- .

) e = oy e T . -

p - U | R ————— i

A
2 hodiny 4 hodiny 24 hodin
400% 400% 400%
R ® I =
= 300% = 300% > 300%
o o o
£ P £
S A00% 'S 200% S 200%
s s B4
o
EWWMW el I el
0% . 0% I H 0% I 0
NI S N 2 e O 2 S &
& F & T & T LS
© © *9(\ )
® Mikrotom  [INzhG B Mikrotom [CINahG ® Mikrotom [ NzhG
B C D

Obr. 26: Vliv postiiku kyselinou salicylovou, teplotniho stresu a jejich kombinace na hladiny
HSP70. A: Detekce HSP70 na membrané. K = kontrola; SA = kyselina salicylova; TS = teplotni
stres; SA+TS = kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu. Vlevo na obrazku je uvedena
doba puisobeni faktord. Nad popisky pusobeni faktorl je uveden typ rajcete. B: Densitometrické
vyhodnoceni po 2 h ptisobeni faktorti. C: Densitometrické vyhodnoceni po 4 h ptisobeni faktort.
D: densitometrické vyhodnoceni po 24 h ptisobeni faktorti. Kontrola brana jako 100 %.

4.2.4 Hladiny HSP v listech infikovanych patogenem

Listy rostlin S. lycopersicum cv. Micro-Tom a nahG rostlin byly vlozeny do Petriho misky
vystlané filtraénim papirem a vatou, kterd byla navlhcena vodou. Poté byly inokulovany
patogenem P. neolycopersici, ktery pusobil v ¢asovych intervalech 2, 4 a 24 h. Nasledné
byly zpracovany do extraktl, jez byly upraveny pro podminky SDS-PAGE.
Po elektroforéze, v piitomnosti 7% dé&liciho a 4% zaosttovaciho gelu, byly proteiny

pfeblotovany z gelu na membrénu, pienos byl zkontrolovan ¢inidlem Ponceau S a

nasledovalo blokovani membrany 5% nizkotu¢nym mlékem.
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Obr. 27 Vliv pasobeni patogenu na hladiny HSP70. A: Detekce HSP70 na membrané. K =
kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba ptisobeni patogenu. Nad popisky ¢asovych intervald je uvedeno,
0 jaky typ rostliny se jednalo. B: Densitometrické vyhodnoceni HSP70. K = kontrola; 2 h, 4 h,
24 h = doba piisobeni patogenu. Kontrola brana jako 100 %.

Konstitutivni HSP70 byly detekovany pomoci primarni mysi anti-HSP70 protilatky
anasledné sekundarni kozi anti-mysi IgG protilatky znacené alkalickou fosfatasou.
Vizualizace bandi HSP70 byla provedena s vyuzitim roztoku NBT-BCIP. Vysledky byly
zdokumentovany a bandy densitometricky vyhodnoceny programem Image Studio Lite
Ver 5.2.

Tento samy experiment byl proveden s pouzitim piislusnych protilatek na detekci
HSP17,6, které se ale nepodatilo detekovat.

Pisobeni patogenu nemélo vyrazny vliv na zménu hladin HSP70 oproti kontrolni

rostlin€é u zadného typu rajcete (Obr. 27).

58



4.2.5 Vliv soucasného pisobeni Kkyseliny salicylové a patogenu na
hladiny HSP

Listy rostlin S. lycopersicum cv. Micro-Tom a nahG rostliny byly vlozeny do Petriho
misky vystlané filtranim papirem a vatou navlhéenou roztokem kyseliny salicylové
o koncentraci 500 umol-1". Poté byly inokulovany patogenem P. neolycopersici, ktery
pusobil v ¢asovych intervalech 2, 4 a 24 h. Extrakty z listi byly upraveny pro podminky
SDS-PAGE.

Po elektroforéze v 7% délicim a 4% zostfovacim gelu, pfeblotovani proteinti z gelu na
membranu a kontrole uspéSnosti ptfenosu probéhlo blokovani membrany 5%
nizkotu¢nym mlékem. Nasledovala inkubace v primarni mysi anti-HSP70 protilatce,
a pak v sekundarni anti-mysi IgG protilatce znacené alkalickou fosfatasou. Vizualizace
bandi HSP70 byla provedena svyuzitim roztoku NBT-BCIP. Vysledek byl
zdokumentovan a densitometricky vyhodnocen programem Image Studio Lite Ver 5.2.
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Obr. 28: Vliv pisobeni kyseliny salicylové a patogenu na hladiny HSP70. A: Detekce HSP70
na membrané. K = kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba pisobeni patogenu. Nad popisky ¢asovych
intervalti je uvedeno, o jaky typ rostliny se jednalo. B: Densitometrické vyhodnoceni HSP70. K
= kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba piisobeni patogenu. Kontrola brana jako 100 %.
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Kyselina salicylova v kombinaci s patogenem zpusobila postupny nardst hladin
konstitutivnich HSP70 oproti kontrole u obou typu rajcat (Obr. 28). Experiment byl
proveden i s pouzitim piislusnych protilatek na detekci HSP17,6. Tyto proteiny se

nepodatilo detekovat.

4.2.6 Vliv soucasného pisobeni patogenu a teplotniho stresu na hladiny
HSP

Listy rostlin S. lycopersicum cv. Micro-Tom a nahG rostliny byly vlozeny do Petriho
misky vystlané filtracnim papirem a vatou, kterd byla navlh¢ena vodou. Poté byly
inokulovany patogenem P. neolycopersici, ktery ptsobil na listy v ¢asovych intervalech
2,4a24h.

Nasledné byly listy zpracovany do extrakti, jez byly upraveny pro podminky SDS-
PAGE. Po elektroforéze byly proteiny pieblotovany z gelu na membranu. Pienos byl
zkontrolovan ¢inidlem Ponceau Sa nasledovalo zablokovani membrany 5%
nizkotu¢nym mlékem.

Proteiny HSP70 byly detekovany pomoci primarni mys$i anti-HSP70 protilatky
a nasledn¢ sekundarni kozi anti-mysi IgG protilatky znacené alkalickou fosfatasou.
Vizualizace bandi HSP70 byla provedena s vyuzitim roztoku NBT-BCIP. Poté byla
membrana zdokumentovana a bandy byly densitometricky vyhodnoceny programem
Image Studio Lite Ver 5.2.

Ten samy experiment byl proveden 1 s pouzitim pfislusnych protilatek na detekci
HSP17,6, ale tyto proteiny se nepodatilo detekovat.

Plsobeni patogenu spolu s teplotnim stresem na listy rostlin mélo na hladinu HSP70
u S. lycopersicum cv. Micro-Tom vyrazny vliv v prvnich dvou ¢asovych intervalech, kdy
doslo k vyraznému nartstu hladin HSP70, aZ Sestindsobnému vici kontrolni rostling.
Po 24 h pisobeni nasledoval pokles, ktery ale stale ptevySoval kontrolu. Ackoliv u nahG
hladiny HSP70 také pfevySovaly ve vSech ¢asovych intervalech hladinu kontroly, nértst
Vv prvnich dvou intervalech zdaleka nebyl tak vyznamny jako u nemutantni rostliny. Diky

pusobeni teplotniho stresu doslo i k produkei konstitutivnich HSP70 (Obr. 29).

60



Mikrotom NahG
K 2h 4h 24 h K 2h 4h 24 h

TN TR — gmm tom Tl

A

700%
600%
500%
400%

300%
200%
100% H
w T
K 2h 4h 24 h

B Mikrotom [0 NahG

Mnozstvi HSP70v %

Obr. 29: Vliv pusobeni patogenu a teplotniho stresu na hladiny HSP70. A: Detekce HSP70
na membrané. K = kontrola; 2 h, 4 h, 24 h = doba pisobeni patogenu. Nad popisky ¢asovych
intervall je uveden typ rostliny. B: Densitometrické vyhodnoceni HSP70. K = kontrola; 2 h, 4 h,
24 h = doba piisobeni patogenu. Kontrola brana jako 100 %.

4.3 Méreni aktivity enzymi APX a GSNOR
4.3.1 Méreni aktivity APX

Extrakty byly pfipraveny ze zamraZenych listd rostlin, na které plisobily faktory, jako
jsou teplotni stres (40 °C), kyselina salicylova o koncentraci 500 pumol-1", kombinace
teplotniho stresu a kyseliny salicylové, dale pak patogen P. neolycopersici, kombinace
patogenu a kyseliny salicylové a patogenu a teplotniho stresu. Casové intervaly piisobeni
téchto faktort na rostliny rajcete S. lycopersicum cv. Micro-Tom a mutanta nahG byly 2,
4a24h.
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Obr. 30: Vliv pusobeni ruznych faktord na specifickou aktivitu askorbatperoxidasy. A: Vliv
pusobeni teplotniho stresu na aktivitu APX. B: Vliv plisobeniyy kyseliny salicylové na aktivitu
APX. C: Vliv ptisobeni kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu na aktivitu APX. D:
Vliv pusobeni patogenu na aktivitu APX. E: Vliv ptisobeni kombinace patogenu a kyseliny
salicylové na aktivitu APX. F: Vliv pusobeni patogenu a teplotniho stresu na aktivitu APX.
Kontrola brana jako 100 %. Symbol * oznacuje statisticky vyznamné odlisné¢ hodnoty vuci
kontrole.

Hodnoty specifické aktivity askorbatperoxidasy jednotlivych vzorkil byly pfevedeny
na procenta, hodnota specifické aktivity kontrolni rostliny byla bréna jako 100 %.
Vysledky analyzy vzorki, na které bylo ptisobeno piislusnymi faktory, byly statisticky
vyhodnoceny vici kontrole t-testem.

Pisobeni teplotniho stresu na listy obou typt rajéat zptisobilo v prvnich dvou ¢asovych
intervalech nardst aktivity APX vuéi kontrole, po 24 h nastal pokles (Obr. 30, A). Postiik
kyselinou salicylovou snizil aktivitu APX vuci kontrole ve vSech ¢asovych intervalech
(Obr. 30, B). Za podminek ptisobeni kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu
byl pozorovéan v prvnich dvou Casovych intervalech pokles aktivity APX, po 24 h
nasledovalo jeji zvyseni (Obr. 30, C). Pisobeni samotného patogenu mélo podobny

pribéh zmén aktivity enzymu jako u piedchoziho ptipadu (Obr. 30, D). Kombinace
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patogenu a kyseliny salicylové méla za nasledek snizeni aktivity enzymu APX pod
aktivitu kontroly (Obr 30. E). Psobeni patogenu a teplotniho stresu také snizilo aktivitu

enzymu oproti kontrole ve vSech ¢asovych intervalech u obou typi rajéat (Obr. 30, F).

4.3.2 Méreni aktivity GSNOR

Extrakty byly ziskany ze zamraZenych listi rostlin, na které bylo ptisobeno teplotnim
stresem, kyselinou salicylovou o koncentraci 500 umol-1", kombinaci teplotniho stresu
a kyseliny salicylové, dale pak patogenem P. neolycopersici, kombinaci patogenu a
kyseliny salicylové a patogenu a teplotniho stresu. Casové intervaly ptisobeni téchto

faktorti na rostliny rajéete S. lycopersicum cv. Micro-Tom a mutanta nahG byly 2, 4
az2ah.
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Obr. 31: Vliv ptsobeni riznych faktori na specifickou aktivitu S-nitrosoglutathionreduktasy. A:
Vliv ptsobeni teplotniho stresu na aktivitu GSNOR. B: Vliv pusobeni kyseliny salicylové
na aktivitu GSNOR. C: Vliv ptisobeni kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu na
aktivitu GSNOR. D: Vliv piisobeni patogenu na aktivitu GSNOR. E: Vliv ptsobeni kombinace
patogenu a kyseliny salicylové na aktivitu GSNOR. F: Vliv ptisobeni patogenu a teplotniho stresu
na aktivitu GSNOR. Kontrola brana jako 100 %. Symbol * oznacuje statisticky vyznamné odlisné
hodnoty vici kontrole.
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Hodnoty specifické aktivity askorbatperoxidasy jednotlivych vzorkii byly pfevedeny
na procenta, hodnota specifické aktivity kontrolni rostliny byla brana jako 100 %.
Vysledky vzorka, na které bylo plisobeno piislusnymi faktory byly statisticky
vyhodnoceny vici kontrole t-testem.

Pusobeni teplotniho stresu mélo za nasledek u rostliny nemutantni S. lycopersicum cv.
Micro-Tom zvySeni aktivity GSNOR po 2 h ptsobeni vuci kontrole, po 4 h nasledoval
pokles pod aktivitu kontroly a v poslednim intervalu opét narist. U nahG rostliny bylo
dosazeno zvyseni aktivity nad kontrolu az po 4 h, v ostatnich ¢asovych intervalech nebyla
aktivita kontroly piekroc¢ena (Obr. 31, A). Postiik kyselinou salicylovou nezputisobil
zvyseni aktivity GSNOR, pouze u nemutantniho typu rajcete byl pozorovéan narast vici
kontrole po 4 h pisobeni (Obr. 31, B). Kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu
zpusobila zvyseni aktivity GSNOR vic¢i kontrole pouze Vv prvnim €asovém intervalu u
nemutantni formy S. lycopersicum cv. Micro-Tom, aktivita GSNOR v ostatnich ¢asovych
intervalech u obou typt raj¢at byla vii¢i kontrole nizsi (Obr. 31, C). Pisobeni samotného
patogenu vyvolalo v listech nemutantni rostliny zvySeni aktivity enzymu ve vSech
casovych intervalech vii¢i kontrole, naopak u nahG rostliny byla aktivita ve vSech ¢asech
pusobeni snizena (Obr. 31, D). Podobny vysledek byl zaznamenan i u pusobeni

kombinace patogenu a kyseliny salicylové a patogenu a teplotniho stresu (Obr. 31, E, F).

4.4 Vliv teplotniho stresu, kyseliny salicylové a infekce patogenem na
produkci ROS a RNS v listech rajcete

4.4.1 Histochemicka detekce peroxidu vodiku

Peroxid vodiku byl detekovan v Cerstvych vzorcich listi rajéete S. lycopersicum cv.
Micro-Tom nemutantniho typu, na které bylo ptisobeno teplotnim stresem, Kyselinou
salicylovou ¢i kombinaci teplotniho stresu a kyseliny salicylové v ¢asovych intervalech
2,4 a 24 h, roztokem DAB. Rostlinny material byl inkubovan v barvicim roztoku DAB
anasledn¢ odbarven v odbarvovacim roztoku. Pfitomnost H>O2 se projevila hnédym

zbarvenim.
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Obr. 32: Detekce H,O, roztokem DAB v listech S. lycopersicum cv. Micro-Tom po ptsobeni
teplotniho stresu (TS), kyseliny salicylové (SA) a jejich kombinace (SA+TS); K = kontrola,
K negativni = kontrola s ptidavkem kyseliny askorbové.

Vysoka akumulace peroxidu vodiku v listech vici kontrole byla zaznamenana pti
pusobeni teplotniho stresu v ¢asovém intervalu 2 h. Postupné s ¢asem akumulace
peroxidu vodiku za podminek plisobeni tohoto stresového faktoru klesala. Piisobeni
postiiku kyselinou salicylovou mélo za nasledek zhnédnuti Zilnatiny a drobné hnédé
skvrnky 1 mimo ni, které u kontroly pfitomny nebyly. Akumulace peroxidu vodiku
za podminek ptsobeni kyseliny salicylové a teplotniho stresu rostla s ¢asem. Po 24 h jsou

na listu viditelné vétsi hnédé skvrny, Zilnatina je také hnéd¢ zbarvena (Obr. 32).
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Obr. 33: Detekce peroxidu vodiku roztokem DAB v listech S. lycopersicum cv. Micro-Tom
po pusobeni patogenu (P), patogenu a kyseliny salicylové (P+SA) a patogenu a teplotniho stresu
(P+TS); K = kontrola, K negativni = kontrola s pfidavkem kyseliny askorbové.

Pusobeni patogenu a patogenu v kombinaci s kyselinou salicylovou ¢i teplotnim
stresem vyvolalo u vétSiny listl akumulaci peroxidu vodiku vyS$si neZ u kontrolniho listu.
Samotny patogen zplsobuje nejvyssi akumulaci peroxidu vodiku v poslednim casovém
intervalu, kdy jsou kromé zhnédlé Zilnatiny na listu patrné i hnédé skvrny okolo ni.
V piipad¢ pisobeni patogenu a kyseliny salicylové v prvnim cCasovém intervalu
nedochdzi k zddnym vyraznym zménam vici kontrole, po 4 h jiz akumulace narhsta
a Vv poslednim casovém intervalu se zda byt opét nejvyssi diky vyraznému hnédému
zabarveni kolem zhnédl¢é Zilnatiny. ZvySovani akumulace peroxidu vodiku s ¢asem byl
zaznamenan taktéz pii plisobeni kombinace patogenu a teplotniho stresu, kdy po 24 h je
ptritomnost hnédych skvrn kolem Zilnatiny opét nejvétsi (Obr. 33). Rostliny nahG nebyly

pro tyto experimenty k dispozici z divodu nedostatku semen.
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Vsechny listy byly mikroskopovany pod viditelnym svétlem. U nasledujicich
fotografii (Obr. 34, Obr. 35) si Ize detailné prohlédnout mista detekce peroxidu vodiku
vV listech stresovanych vysokou teplotou, osetienych kyselinou salicylovou ¢i po pusobeni
kombinace téchto dvou faktorti, dale v listech po pusobeni patogenu a kombinace

patogenu s kyselinou salicylovou ¢i teplotnim stresem.
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Obr. 34: Mikroskopicka detekce peroxidu vodiku roztokem DAB v listech S. lycopersicum cv.
Micro-Tom po pusobeni teplotniho stresu (TS), kyseliny salicylové (SA), a jejich kombinace
(SA+TS); K = kontrola.
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Obr. 35: Mikroskopicka detekce peroxidu vodiku roztokem DAB v listech S. lycopersicum cv.
Micro-Tom po pusobeni patogenu (P), patogenu a kyseliny salicylové (P+SA) a patogenu
a teplotniho stresu (P+TS); K = kontrola.

Na detailnim zobrazeni listh mizeme zaznamenat krom¢ hnéd¢ zbarvené zilnatiny

I mist kolem ni tmavé tecky, které jsou pravdépodobné srazeninami barviva DAB.
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4.4.2 Histochemicka detekce superoxidu

Obdobnym zpisobem byl v listech detekovan i superoxid s pouzitim roztoku NBT.

Ptitomnost superoxidu v listech se projevila modrym zbarvenim. Na nasledujicich

snimcich (Obr. 36, 37) lze pozorovat mista lokalizace superoxidu v listech

S. lycopersicum cv. Micro-Tom nemutantni formy po pusobeni teplotniho stresu, postiiku

kyselinou salicylovou, kombinace posttiku kyselinou salicylovou a teplotniho stresu, dale

po pusobeni samotného patogenu, kombinace patogenu a postiiku Kyselinou salicylovou

a patogenu a teplotniho stresu. Pfitomnost superoxidu v listech se projevila modrym

zbarvenim. Rostliny nahG nebyly pro tyto experimenty k dispozici z diivodu nedostatku

semen.
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Obr. 36: Detekce superoxidu roztokem NBT v listech S. lycopersicum cv. Micro-Tom
po pusobeni patogenu (P), patogenu a kyseliny salicylové (P+SA) a patogenu a teplotniho stresu
(P+TS); K = kontrola, K negativni = kontrola s pfidavkem kyseliny askorbové.
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Pusobeni teplotniho stresu na rostlinu rajcete vyvolalo v listech vysokou akumulaci
superoxidu v prvnich dvou ¢asovych intervalech, kdy je na listech vidét modie zbarvena
zilnatina 1 okoli mimo ni. Akumulace superoxidu s asem klesa, po 24 h uz neni okoli
Zilnatiny vibec zbarveno. Postiik kyselinou salicylovou vyvolal pomérn¢ intenzivni
akumulaci superoxidu ve vSech ¢asovych intervalech, kdy na listech je opét patrnd modra
Zilnatina i skvrny mimo ni. Kombinace postiiku kyselinou salicylovou a teplotniho stresu
méla za nasledek postupné zvySovani akumulace superoxidu v ¢ase, kdy po 24 h Ize

pozorovat vyrazné modrou barvu Zilnatiny 1 okoli (Obr. 36).
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Obr. 37: Detekce superoxidu roztokem NBT v listech S. lycopersicum cv. Micro-Tom
po pusobeni patogenu (P), patogenu a kyseliny salicylové (P+SA) a patogenu a teplotniho stresu
(P+TS); K = kontrola, K negativni = kontrola s pfidavkem kyseliny askorbové.
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Akumulace superoxidu dle vysledkl neni pfili$ vysoka v listech rostlin, na které bylo
pusobeno patogenem, kombinaci patogenu a kyseliny salicylové a patogenu a teplotniho
stresu. Ani v jednom z listi kromé kontroly nebyla zbarvena Zilnatina. Pisobeni patogenu
vyvolalo zvySenou akumulaci po 24 h. Kombinace patogenu a kyseliny salicylové
vyvolaly mirné zmodrani listli, ale ne vyraznéjs$i nez u kontroly. Piisobeni kombinace
patogenu a teplotniho stresu mélo za nasledek nejintenzivnéjsi zbarveni po 24 h, avSak

nepfevysovalo intenzitu zbarveni kontrolniho listu (Obr. 37).

Celkové zvétsSeni: 40x
MeéfFitko:
1 mm
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Obr. 38: Mikroskopicka detekce superoxidu roztokem NBT v listech S. lycopersicum cv. Micro-
Tom po piusobeni teplotniho stresu (TS), kyseliny salicylové (SA), a jejich kombinace (SA+TS);
K = kontrola.
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Na nésledujicich snimcich (Obr. 38, 39) je zobrazeni listl, na které bylo pisobeno
teplotnim stresem, kyselinou salicylovou a kombinaci teplotniho stresu a kyseliny
salicylové, dale patogenem, kombinaci patogenu a kyseliny salicylové a patogenu
a teplotniho stresu, pod mikroskopem, ve kterych byl roztokem NBT lokalizovan
superoxid. Snimky poskytuji detailni pohled na modro-fialové zbarveni zilnatiny
a skvrnek mimo ni. Tmavé tecky jsou podobné jako v piipadé detekce peroxidu vodiku

roztokem DAB pravdépodobné srazeniny barviva NBT.
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Obr. 39: Mikroskopicka detekce superoxidu roztokem NBT v listech S. lycopersicum cv. Micro-
Tom po pusobeni patogenu (P), patogenu a kyseliny salicylové (P+SA) a patogenu a teplotniho
stresu (P+TS); K = kontrola.
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4.4.3 Histochemicka detekce NO

Rezy listdl byly za tmy inkubovany v piisluinych roztocich latek pro histochemickou
detekci NO. Mikroskopické fotografie fezti listii S fluorescenénim signalem byly
vyhodnoceny programem ImageJ.

Prvni série snimka (Obr. 41-43) tohoto experimentu zachycuje detailné fezy list, na
které bylo ptsobeno vysokou teplotou, postiikem kyselinou salicylovou ¢i jejich
kombinaci. Rezy byly pozorovany pod viditelnym svétlem, zelena fluorescence pii
515 nm byla sledovana s vyuzitim UV lampy jako zdroje excitaéniho zareni. Excitacni
vlnova délka byla 495 nm. Casové intervaly pisobeni jednotlivych faktort byly 2, 4 a
24 h. Intenzita fluorescen¢niho signalu listt, na které bylo ptisobeno rtiznymi faktory,
byla srovnavana s intenzitou fluorescenéniho signalu v listu kontrolni rostliny (Obr. 40).

Negativni kontrola neni zobrazena ani na jedné ze sérii snimkd, protoze byl u ni
fluorescencni signdl srovnatelny s ostatnimi vzorky, ke kterym nebyl pfidan roztok
cPTIO. Roztok cPTIO byl pravdépodobné nefunkéni. Byla vyzkouSena i jeho
¢tyfnasobna koncentrace, presto byl fluorescencni signal velmi intenzivni.

Na fezu listu je viditelny cévni svazek. V misté lokalizace NO je diky DAF-FM DA
sondé mozno sledovat fluorescencni signal, chlorofyl zaii Cervené. Nejvétsi pritomnost

NO je pravé v cévnich svazcich.

200 ym

K- VIS K- FLUOR
Obr. 40: Mikroskopicka detekce NO v cévnich svazcich listi. Zobrazeni ve viditelném (VIS) a

fluorescen¢nim (FLUOR) spektru. K = kontrola. Celkové zvétseni: 100x. Métitko: tisecka =
200 pm.
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Obr. 41: Mikroskopicka detekce NO v cévnich svazcich listi. Zobrazeni ve viditelném (VIS) a
fluorescenénim (FLUOR) spektru. TS 2 = ptisobeni teplotniho stresu po dobu 2 h, TS 4 = pusobeni
teplotniho stresu po dobu 4 h, TS 24 = ptisobeni teplotniho stresu po dobu 24 h. Celkové zvétSeni:
100x. Métitko: tisecka = 200 pum.
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Obr. 42: Mikroskopicka detekce NO v cévnich svazcich listi. Zobrazeni ve viditelném (VIS) a
fluorescen¢nim (FLUOR) spektru. SA 2 = puisobeni postiiku kyselinou salicylovou po dobu 2 h,
SA 4 = pusobeni postiiku kyselinou salicylovou po dobu 4 h, TS 24 = pusobeni postiiku kyselinou
salicylovou po dobu 24 h. Celkové zvétseni: 100x. Méfitko: tsecka = 200 pum.
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Obr. 43: Mikroskopicka detekce NO v cévnich svazcich listd. Zobrazeni ve viditelném (VIS) a
fluorescenénim (FLUOR) spektru. SA+TS 2 = pusobeni postiiku kyselinou salicylovou a
teplotniho stresu po dobu 2 h, SA+TS 4 = pusobeni postiiku kyselinou salicylovou a teplotniho
stresu po dobu 4 h, SA+TS 24 = pusobeni postiiku kyselinou salicylovou a teplotniho stresu po
dobu 24 h. Celkové zvétSeni: 100x. Méfitko: tiseCka = 200 um.

Vysledky densitometrického vyhodnoceni snimkii (Obr. 44) ukazuji, ze akumulace
NO v listech byla v podminkach pisobeni vSech faktorti vyssi nez u kontroly. Nejvyssi
nariist hladiny NO byl pozorovan po 2 h plsobeni kombinace kyseliny salicylové a

teplotniho stresu, kdy hladiny NO dosahla téméf dvojnasobku oproti kontrole.
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Obr. 44: Denzitometrické vyhodnoceni fluorescen¢niho signalu histochemické detekce NO. TS =
teplotni stres, SA = kyselina salicylova, SA+TS = kombinace postiiku kyselinou salicylovou a
teplotniho stresu, K = kontrola. Kontrola brana jako 100 %.

V druhé sérii snimka (Obr. 46-48) 1ze opét sledovat detailné fezy listti pod viditelnym
svétlem a s fluorescen¢nim signalem. Na listy bylo pisobeno plisobeno patogenni infekei,
kombinaci patogenni infekce a kyseliny salicylové a kombinaci patogenni infekce a
teplotniho stresu. Casové intervaly plisobeni jednotlivych faktort byly 2, 4 a 24 h.

Z vysledki denzitometrického vyhodnoceni (Obr. 45) fluorescen¢niho signalu u list
rostlin, na které bylo plisobeno patogenem, kombinaci patogenu a kyseliny salicylové
a patogenu a teplotniho stresu, plyne, Ze vSechny tyto faktory maji vliv na zvySeni
akumulace oxidu dusnatého v listech. U vSech listii ovlivnénych zminénymi faktory byla

vy$si hladina NO nez u listti kontrolni rostliny.

Histochemie NO
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Fluorescenéni signal v %

Obr. 45: Denzitometrické vyhodnoceni fluorescen¢niho signalu histochemické detekce NO. P =
patogen, P+SA = kombinace patogenu a postiiku kyselinou salicylovou, P+TS = kombinace
patogenu a teplotniho stresu. K = kontrola. Kontrola brana jako 100 %.
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Obr. 46: Mikroskopicka detekce NO v cévnich svazcich listi. Zobrazeni ve viditelném (VIS) a
fluorescen¢nim (FLUOR) spektru. P 2 = puisobeni patogenu po dobu 2 h, P 4 = pusobeni patogenu
po dobu 4 h, P 24 = ptisobeni patogenu po dobu 24 h. Celkové zvétseni: 100x. Métitko: tsecka =
200 pm.
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Obr. 47: Mikroskopicka detekce NO v cévnich svazcich listii. Zobrazeni ve viditelném (VIS) a
fluorescen¢nim (FLUOR) spektru. P+SA 2 = pisobeni patogenu a postiiku kyselinou salicylovou
po dobu 2 h, P+SA 4 = plsobeni patogenu a postiiku kyselinou salicylovou 4 h, P+SA 24 =
ptsobeni patogenu a postiiku kyselinou salicylovou po dobu 24 h. Celkové zvétSeni: 100x.
Meétitko: tsecka = 200 um.
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Obr. 48: Mikroskopicka detekce NO v cévnich svazcich listi. Zobrazeni ve viditelném (VIS) a
fluorescen¢nim (FLUOR) spektru. P+TS 2 = ptisobeni patogenu a teplotniho stresu po dobu 2 h,
P+TS 4 = plsobeni patogenu a teplotniho stresu po dobu 4 h, P+TS 24 = pasobeni patogenu a
teplotniho stresu po dobu 24 h. Celkové zvétseni: 100x. Méftitko: tiseCka = 200 um.



5 DISKUZE

Vliv stresovych faktorti zvySené teploty a patogenni houbové infekce na zménu hladin
HSP70 a akumulaci signalnich molekul H202 a NO byl studovéan jiz v nékolika
publikacich (Kubienova et al., 2013a, Piterkova et al., 2013). V mnoha patosystémech
bylo dokazano, ze predchazejici teplotni stres a s nim spojena indukce HSP70 teoreticky
muze vést k hostitelské rezistenci vuci patogenni infekci (Kubienova et al. 2013a).
Piisobeni patogenni infekce mélo vliv na zménu hladiny HSP75, zatimco teplotni stres
vyvolal zvyseni hladiny HSP72 (Piterkova et al., 2013).

Zmény genové exprese a hladin HSP70, vyvolané zvySenou teplotou a patogenni
infekci, byly studovany na genotypech rajcete lisicich se ve své odolnosti vii¢i patogenni
infekei a jejich toleranci vici extrémnim zménam teplot. Akumulace HSP70 u listovych
diskti stfedné tolerantniho kultivaru vi¢i vyskokym teplotdm a méné nachylného
k infekci padlim S. chmielewskii byla v reakci na soucasné ptisobici mechanicky, teplotni
a patogenem zpusobeny stres vyznamné niz$i ve srovnani s teplotné citlivym kultivarem
S. lycopersicum cv. Amatér (Piterkova et al., 2013).

Signalni molekuly NO a ROS se podileji na regulaci produkce a akumulace HSP70 pti
abiotickém a biotickém stresu. Jejich dilezitost v signalizaci produkce HSP70 byla
potvrzena pouzitim latek zabranujicich tomuto jejich u¢inku (Piterkova et al., 2013).

VIliv NO na produkci HSP70 byl potvrzen v experimentech s lapatem NO PTIO, kdy
byla v listovych tercicich vystavenych kombinaci biotickych a abiotickych strest
vyznamné snizena akumulace HSP70 oproti kontrolnim diskim inkubovanym
bez modulatoru NO. DPI, ireverzibilni inhibitor NADPH oxidasy podilejici se na
produkci H202, také snizil akumulaci HSP70 v ptipadé listovych diskd S. lycopersicum,
ve srovnani s kontrolnimi disky inkubovanymi bez modulatoru ROS (Piterkova et al.,

2013).

5.1 Optimalizace metody Western blot pro stanoveni hladiny HSP

Vv listech rajcete
K vyhodnoceni hladiny HSP byla pouzita metoda Western blot, ktera byla nejprve
optimalizovéna pro potieby experimentl se vzorky extraktl rajcete.

Bylo zjisténo, ze nejcitlivéjsi metodou detekce HSP70 je fedéni primarni
monoklonalni mysi protilatky pro HSP70 v poméru 1:1000 (Obr. 16). Mnozstvi

spottebované protilatky neni ptili§ velké a intenzita jednotlivych bandi je pfi tomto fedéni
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protilatky vhodna k naslednému densitometrickému vyhodnocovani. Vyrobce produktu
doporucoval pii pouziti pro metodu Western blot nejvyssi fedéni protilatky maximalné
1:5000.

K detekci SmHSP byly k dispozici dvé primarni protilatky a bylo potieba vybrat, ktera
bude v nasledujicich experimentech vyuzivana. Ob¢& primarni protilatky k detekci
HSP17,6 a HSP17,7 poskytovaly kvalitni vysledky, avSak bandy v ptipadé¢ pouziti
primarni protilatky k detekci HSP17,6 byly intenzivnéjsi (Obr. 17). Z tohoto diivodu byla
nadale pouzivana primarni krali¢i anti-HSP17,6 (cytosolicka tiida I) protilatka k detekci
SmHSP.

Primarni protilatka k detekci HSP17,6 byla pouzita také ve studii, ktera se zabyvala
vlivem reaktivnich tékavych latek s kratkym fetézcem na genovou expresi proteinii
souvisejicich s abiotickym stresem u rostliny A. thaliana. Byla aplikovana k detekci
HSP17,6 v rostlinach vystavenych teplotnimu stresu, s naslednym pouzitim sekundarni
protilatky znacené alkalickou fosfatasou. Se zvySujici se teplotou hladina HSP17,6
vzristala. Poslednim ¢asovym intervalem pusobeni teplotniho stresu byly 2 h, kdy byla
hladina nejvyssi (Yamauchi et al., 2014).

V experimentech diplomové prace nebyla detekce HSP17,6 vzdy optimalni.
V ptipad¢ dalsich pokusti navazujicich na diplomovou praci by bylo vhodné vyzkouset
detekci prostiednictvim sekundarni protilatky zna¢ené kienovou peroxidasou z dtivodu
jeji vyssi citlivosti.

Poslednim krokem optimalizace bylo pii elektroforéze vyzkouset délici gely o dvou
koncentracich, a to 7% a 10% d¢lici gel, a nasledné provést detekci HSP protilatkami
(Obr. 18). Koncentrace (T) gelu v procentech je uréena celkovou koncentraci akrylamidu
a bis-akrylamidu. Cim je procento slozeni gelu nizsi, tim jsou pory vétsi (Barta et al.,
2010). Mobilita proteind se s rostouci velikosti pord zvySuje, coz umoziuje detekovat
dvé 1zoformy HSP70 v 7% délicim gelu oproti 10% délicimu gelu. V diplomové praci
bylo tohoto vyuzito pouze k ovéfeni vyskytu teplotné indukované izoformy, nikoli ke
kvantifikaci jednotlivych izoforem zvlast, protoze v nékterych piipadech, zejména u
pusobeni samotného teplotniho stresu, nedoslo k jejich dokonalému rozdg€leni ¢i pfenosu
na membranu a kvantifikace by tak byla obtizné a neobjektivni. Bylo tak tedy dokdzéano,
ve kterych ptipadech ptisobeni teplotniho stresu a jeho kombinaci s ostatnimi faktory byla
produkovana i druhd izoforma HSP70 — teplotné indukovana. Ve vsech ptipadech, kdy

byl teplotni stres soucasti ptisobeni, tomu tak totiz nebylo (Obr. 24).
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5.2 Vliv pisobeni teplotniho stresu, Kkyseliny salicylové a infekce

patogenem na hladiny HSP

HSP70 pusobi jako molekularni chaperony a hraji nezbytnou roli pfi ochrané rostliny
pred Skodlivymi uc¢inky teplotniho stresu (Wang et al., 2016). Detekce HSP70 Western
blotem v rostlinach rajéat stresovanych vysokou teplotou prokazala produkci dvou
izoforem HSP70. Jsou jimi konstitutivni (HSC70 — 75 kDa) a vysokou teplotou
indukovana izoforma (HSP70 — 72 kDa) (Piterkova et al., 2013). Nejvyssi narast HSP70
byl pozorovan po 2 h pisobeni teplotniho stresu, zejména u nahG rostlin (Obr. 20).
Nejveétsi narast HSP70 v rané fazi obranné odpovédi nastava pravdépodobné proto, ze
dochazi k aktivaci jednotlivych HSF a spusténi intenzivni genové exprese HSP (Qu et al.,
2013).

Hladiny HSP70 v listech nahG rostlin byly ve v§ech ¢asovych intervalech vyssi nez
v listech rostlin S. lycopersicum cv Micro-Tom. Transgenni rostliny nahG nesouci gen
pro bakterialni nedokazi akumulovat kyselinu salicylovou po expozici abiotickému ¢i
biotickému stresu, kterd je pfitom v rostlin¢ dulezitou signalni molekulou v obranné
odpoveédi proti stresim (Fragniére et al., 2011). Jsou tak vice stresovany, a proto u nich
muze byt akumulace HSP70 vyssi.

Posttik listt kyselinou salicylovou vyvolal zvySenou hladinu konstitutivni izoformy
HSP70 oproti kontrole u S. lycopersicum cv. Micro-Tom (Obr. 22). Naopak u nahG
rostlin, u kterého se predpoklada rychlejsi katabolismus SA, byla hladina konstitutivnich
HSP70 ve vSech Casovych intervalech nizs$i nez u kontroly. Kyselina salicylova ve
vysokych koncentracich v bunice rostliny muze ptisobit cytotoxicky. Dochazi
k akumulaci ROS, peroxidace lipida vede k oxidativnimu poskozeni membran a proteint,
coz vede kindukci HSC70. Pasobeni SA v koncentraci 0,5 mmol-11 na bunéénou
suspenzi rajéete S. esculentum v ramci experimentu studie (Cronje a Bornman 1999)
uvadi, ze kyselina salicylovd mé schopnost zlepSit vazbu HSF na DNA, avSak
nezpusobuje produkci teplotné indukované izoformy HSP70 (Snyman a Cronje, 2008).

Soucasné piisobeni kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu na rostliny
Vv ptipadé€ pouziti 7% déliciho gelu vedlo k produkci obou izoforem HSP70, ale pouze
v nékterych casovych intervalech plisobeni téchto faktorti (Obr. 24). U kontrolni rostliny

nebyla teplotné¢ indukovana izoforma HSP70 produkovana, protoze rostlina nebyla
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teplotné stresovana. Toto zjiSténi je velmi zajimavé a v zadné publikaci nebyla tato
skute¢nost zminéna. Divod této skutecnosti se nepodatilo objasnit.

V souvislosti s piisobenim kombinace kyseliny salicylové o koncentraci 500 pumol-1*
a teplotniho stresu na rostlinu bylo také zjisténo, ze kyselina salicylova v pfitomnosti
teplotniho stresu vyvolava vyssi expresi HSP70 nez samotny teplotni stres (Obr. 26). Jiz
po 4 h ptsobeni kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu byl zaznamenan
u S. lycopersicum cv. Micro-Tom znaény narust hladiny HSP70 oproti pifedchozimu
casovému intervalu a po 24 h jiz hladina HSP70 u kombinace obou faktort jednozna¢né
pfevySovala samotny teplotni stres.

Naproti tomu u mutanta nahG intenzita bandu HSP70 u kombinace kyseliny salicylové
a teplotniho stresu nikdy nepfevysovala samotny teplotni stres, coz bylo zplsobeno
snizenou hladinou kyseliny salicylové. Z experimentu plyne, Zze kyselina salicylova
v kombinaci s teplotnim stresem vyrazné zvysuje expresi HSP70.

K obdobnym zavéram vedla i studie, kterou byl inspirovan tento experiment (Snyman
a Cronje, 2008) (Obr. 49). Kyselina salicylova o koncentraci 100 pmol-1? ptsobila
na rostlinu po dobu 17 h, teplotni stres byl zptisoben expozici teploté 40 °C po dobu 30
minut, poté byla rostlina ponechdna pii pokojové teploté¢ 2,5 h, aby se zotavila.
Kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu byla provedena tak, ze 17 h pusobila
kyselina salicylova na rostlinu za normalni teploty, poté byla rostlina stresovéana teplotou
40 °C. Bylo také zjisténo, Ze pravé po 17 hodinach je hladina HSP70 pti plsobeni
kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu nejvys$si. K separaci byl pouzit 10%
délici gel. Kombinované pusobeni kyseliny salicylové a teplotniho stresu zvySuje vazbu
HSF na DNA a dochazi k narGstu mnozstvi mRNA HSP70.

Pisobeni samotného patogenu na rostliny rajéete nevyvolalo zadné vyrazné zmény
v expresi konstitutivnich HSP70 proti kontrole (Obr. 27). Dle studie (Byth et al., 2001),
HSP nejsou produkovany obrannou reakci proti patogenni infekci, coz muze byt
divodem, pro¢ nebylo mozno sledovat vyrazné zvyseni hladiny HSP70 pii ptisobeni
patogenu na rostlinu. Pfedchozi studie na listovych discich genotypti rajcete
S. lycopersicum také nezaznamenala vyrazné zmény v akumulaci konstitutivnich HSP70
u rostlin rajcat inokulovanych padlim oproti kontrolni rostliné (Piterkova et al., 2013). V
nekterych studiich ovSem naopak byly zaznamenany narasty hladiny HSP70 béhem
patogenni infekce, napt. u tabaku pii infekci P. cichorii (Kanzaki et al. 2003) nebo u

papriky a citrust pfi infekci X. axonopodis pv. citri (Garavaglia et al., 2009).
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Obr. 49: Detekce HSP70 — vysledky studie. K = kontrola, SA = kyselina salicylova, TS = teplotni
stres, SA+TS = kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu (upraveno podle Snyman
a Cronje, 2008).

Hladina konstitutivnich HSP70 pfi soucasném pusobeni patogenu a Kyseliny
salicylové rostla v ¢ase (Obr. 28). U S. lycopersicum cv. Micro-Tom hladina HSP70
rostla mnohem vyraznéji nez u nahG rostlin, z ¢ehoz bylo opét pozorovano, ze kyselina
salicylova ma pravdépodobné pozitivni vliv na produkci konstitutivné exprimované
izoformy HSP70. Kyselina salicylova hraje dilezitou signalni ulohu v aktivaci riznych
mechanisml na obranu rostlin viéi patogenni infekci, ke kterym muze patfit i produkce
HSP70. Akumulace HSP70 by mohla mit vliv na potlateni bunééné smrti u rostlin
(Cronje et al., 2008).

Pisobeni kombinace patogenu a teplotniho stresu vyvolala ze v§ech ptipadi ptisobeni
riznych faktorti nejvétsi narust hladiny HSP70 oproti kontrole (Obr. 29). Po 4 h byla
hladina HSP70 zhruba Sestindsobnd v porovnani s kontrolou, poté byl pozorovan zna¢ny
pokles. Byla sledovana konstitutivni i teplotou indukovna izoforma HSP70.

U nahG rostlin byly hladiny HSP70 pfti soucasném pusobeni patogenu a teplotniho
stresu nizsi nez u S. lycopersicum cv. Micro-Tom. Patogen ve spojeni s teplotnim stresem
pravdépodobné intenzivné stimuloval signalni drahu kyseliny salicylové pfirozené se
vyskytujici v rostling S. lycopersicum cv. Micro-Tom. Rostliny nahG maji velmi nizkou
hladinu kyseliny salicylové z divodu jejiho katabolismu na katechol. To muze byt
divodem nizSich hladin HSP70, protoze soucasny ucinek teplotniho stresu a nizké
koncentrace endogenni SA na akumulaci HSP70 neni tak silny jako v pfipadé
nemutované formy rajcete.

SmHSP17,6 byly detekovany pouze v ptipadé plsobeni kyseliny salicylové
a kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu (Obr. 23, 25). V obou ptipadech
detekce smHSP byly nejvice akumulovany HSP17,6 po 24 h. Diivodem mohlo byt, Ze
V tomto ¢asovém intervalu zplsobil stres v rostliné nejvétsi Skody na proteinech, proto
byly HSP17,6 pfitomny ve vysokych hladinéch.

Netspésna detekce v ostatnich piipadech mohla byt zpiisobena stafim protilatky,

jelikoz tyto ostatni experimenty byly provedeny asi 6 mésicii po Uspésné detekci touto
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Obr. 50: Schéma znovuslozeni proteinu pomoci smHSP, HSP70 a HSP100. smHSP se vazi
na proteinovy agregat. Nasledné jsou SMHSP vyvazany z povrchu proteinového agregatu HSP70.
SMHSP v jadfe proteinového agregatu ziistavaji. Spoluptisobenim HSP70 a HSP100 dochazi
nasledné k uvolnéni jednotlivych proteinti z agregatu a k jejich spravnému slozZeni (upraveno
podle Zwirowski et al., 2017).

protilatkou. Pro budouci experimenty detekce smHSP by se nabizela také citlivéjsi
detekce prostiednictvim sekundarni protilatky znacené kienovou peroxidasou.
Densitometrické vyhodnoceni nebylo v ptipadé detekce HSP17,6 provedeno, jelikoz
intenzita bandd nebyla vysoka jako u HSP70, mnohdy nebyly ani okem patrné.

SmHSP jsou v rostlinach exprimovany za stresovych podminek z toho divodu, ze se
vazi na poskozené proteiny shluklé do agregatl a usnadnuji pfistup pro HSP70 (Obr. 50)
(Smykal et al., 2000). Hladiny smHSP v reakci na abioticky a oxidativni stres byly
studovany 1 v pfipad¢ patogenni houby snéti kukuti¢né, kdy byly sledovany uc€inky
riznych stresti na jeji patogenitu. Studie se domnivd, ze smHSP hraji vyznamnou roli
V organismu pii piisobeni biotického ¢i abiotického stresu (Ghosh, 2014). Dalsi studie se
zabyvala roli smHSP v pSenici pfi stresovych abiotickych faktorech, jako jsou sucho
a teplotni stres. Nejvétsi akumulace téchto proteind byla zaznamenana pti ptisobeni obou

faktord soucasné (Grigorova et al., 2011).

5.3 Vliv pisobeni teplotniho stresu, kyseliny salicylové a infekce

patogenem na aktivitu enzymu metabolismu ROS a RNS

ROS jsou v bunkach akumulovany v ramci oxidativniho stresu a predpoklada se, ze
mohou mit vliv jako signdlni molekuly na produkci HSP70 za podminek biotického a
abiotického stresu. Obdobné se NO, nejvyznamnéjsi zastupce RNS, podili na schopnosti
rostlin vyvolat obranné¢ mechanismy a bylo u néj prokézéano, ze zvysuje hladiny HSP70

pfi stresovych podminkach u rostlin (Piterkova et al., 2013).
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Mnozstvi peroxidu vodiku je v bunikdch regulovano nékolika enzymy, mezi které se
fadi i askorbatperoxidasa, ktera katalyzuje redukci peroxidu vodiku na vodu (Cansev et
al., 2011).

Teplotni stres zpusobil narast aktivity APX po 2 h a 4 h oproti kontrole, v poslednim
Casovém intervalu 24 h nastava pokles (Obr. 30, A). Tato skute¢nost naznacuje, Ze
Vv prvnich hodinach plsobeni teplotniho stresu bylo produkovano zvysené mnozstvi ROS,
které vedlo ke zvySeni aktivity APX. Aktivita enzymu byla vy$§i u mutantnich rostlin
nahG, coz muze byt zptisobeno katecholem vzniklym rozkladem kyseliny salicylové,
ktery se podili na produkci ROS véetné H.O2 (Schweigert et al., 2001). Pokles po 24 h
muze byt vysvétlen procesem aklimatizace rostliny nebo také narusenim funkce enzymu
vysokou teplotou.

Samotna kyselina salicylova snizila aktivitu APX oproti kontrole ve vSech ¢asovych
intervalech ptisobeni u obou typu rostlin (Obr. 30, B). VétSina studii vSak uvadi, ze SA
zesiluje tvorbu ROS. Podle piedchozi studie (Kimura a Kawano, 2015) mize byt snizena
aktivita APX dusledkem oxidace kyseliny salicylové, pii které je redukovan peroxid
vodiku na vodu, vznika superoxid. Pribéh reakce je znazornén nize (Obr. 51). Hladina
peroxidu vodiku je tedy niz$i na ukor hladiny superoxidu, coz mtize byt divodem snizené

aktivity askorbatperoxidasy v ptipad¢ plisobeni kyseliny salicylové.

POXN® 4+ H,0, — CI® + H,O (1)
C¥'1LSA > CHIP4SA* (2
CII'Y 4+ SA — POXN® 4 SA*  (3)
2SA® +20, - 2SAT 4205 (4

Obr. 51: Oxidace kyseliny salicylové (SA). Enzymy peroxidas maji ve svém centru molekulu
hemu obsahujici Zelezo, které miize prechazet do riznych oxida¢nich stavil. Oxidacni stavy jsou
uvedeny v zavorkach nad slouc¢eninami. V rostlinné bunce se peroxidasy vyskytuji v nativnim
stavu s oxida¢nim ¢isle 3 (POXN). Dojde-li k jejich interakci s peroxidem vodiku, dochazi
K jejich oxidaci, peroxid vodiku je redukovan za vzniku vody. Oxidovana peroxidasa (CI) reaguje
s molekulou kyseliny salicylové, dojde k pfenosu jednoho elektronu za vzniku radikalu kyseliny
salicylové (SA), pfi¢emz piislusna peroxidasa se nachazi v oxidacnim stavu 4. Tato peroxidasa
(Cll) reaguje sdalsi molekulou kyseliny salicylové, dochazi opét k prenosu elektronu
z peroxidasy za vzniku dal$iho radikalu kyseliny salicylové a obnoveni ptivodniho oxida¢niho
stavu peroxidasy. Dvé molekuly radikalu kyseliny salicylové reaguji s molekularnim kyslikem
za vzniku dvou molekul superoxidu (pievzato z Kimura a Kawano, 2015).
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Plsobeni kyseliny salicylové spolu s teplotnim stresem V prvnich dvou casovych
intervalech zpusobilo pokles aktivity enzymu APX oproti kontrole, na coz mohla mit vliv
kyselina salicylova. Po 24 h bylo pozorovano zvySeni aktivity enzymu (Obr. 30, C). To
mohlo byt zplsobeno tim, Ze teplotni stres zpusobil tak vysokou akumulaci peroxidu
vodiku v tomto asovém intervalu, Ze jiz vSechen nemohl byt pfeménén na superoxid
procesem oxidace kyseliny salicylové (Kimura a Kawano, 2015), a proto doslo ke zvySeni
aktivity APX.

Aktivita APX v listech, na které pusobil patogen, byla v prvnich dvou ¢asovych
Vv rostliné vyskytujici kyselinou salicylovou, kterd svou oxidaci méla vliv na tvorbu
superoxidu a na redukci peroxidu vodiku. Po 4 h obecné nastava tvorba kli¢niho vlakna
kli¢icimi sporami patogenu, takze produkce H>O> nebyla jesté zdaleka tak vysoka jako
po 24 h, kdy nastalo zvySeni aktivity enzymu, protoze H>O> produkované v odpovédi na
obranu proti patogenu uz bylo pravdépodobné ptfitomno Vv toxické koncentraci a bylo
nutno jej odbourat enzymem APX. Po 10 h vyvoje patogenu dochazi ke vzniku struktury
appresoria na konci kli¢niho vlakna. Tato struktura mechanicky ¢i enzymaticky narusuje
bunéénou sténu, aby se vlakno mohlo dostat kK plasmatické membrané bunky a Cerpat
ziviny. Po 24 h uz hyfy padli pravdépodobné pronikaly do dalSich bunék rostlinného
pletiva a reakce rostlinné obrany vuéi patogenu tak byla intenzivni a produkce H20>
vysoka (Hiickelhoven, 2005).

Kombinace patogenu a kyseliny salicylové ve vSech ¢asovych intervalech zpusobila
pokles aktivity APX proti kontrole, stejné jako u ptisobeni samotné kyseliny salicylové
(Obr. 30, E). Kyselina salicylova tedy jednozna¢né snizuje aktivitu enzymu i
Vv ptitomnosti patogenu, pokud neni peroxid vodiku pfitomen v toxicky vysoké
koncentraci, kterd jiZ musi byt snizena enzymem APX. Stale neni zcela objasnén diivod
snizovani aktivity APX vlivem SA, nicméné moZznym divodem je oxidace kyseliny
salicylové, kdy akceptorem elektronu je peroxid vodiku (Kimura a Kawano, 2015).

Plsobeni patogenu a teplotniho stresu také snizilo aktivitu APX proti kontrole ve vsech
casovych intervalech (Obr. 30, F). Teplotni stres by mohl teoreticky zesilovat ti¢inek
endogenni kyseliny salicylové (Snyman a Cronje, 2008).

ROS miiZze mit signélni tlohu pii produkci HSP70. Mezi vysledky detekce HSP70
metodou Western blot a aktivity APX a byly nalezeny urcité souvislosti, které tomu
nasveédcuji. V pripadé samotného teplotniho stresu mély zmény aktivity APX podobny

trend jako zmény hladin HSP70. Cim vice byla rostlina vysokou teplotou stresovéana, tim
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bylo vice potieba katalyzovat rozklad H.O> enzymem APX, aby nebylo dosazeno jeho
toxickych koncentraci pro butiku. Zvysena produkce H202 navic také mohla byt signadlem
pro navyseni hladiny HSP70, aby bylo zabranéno nevratnému posSkozeni proteint.
Pti soucasném pusobeni kyseliny salicylové a teplotniho stresu byla naméfena nejvyssi
aktivita po 24 h u obou kultivard, a soucasné¢ pfi plisobeni této kombinace faktorti byly
Vtomto casovém intervalu detekovany HSP70 v nejvysSich hladindch, coz také
nasvédcuje o mozné uloze H202 v signélnich drahach aktivace akumulace HSP70.

Dale byla méfena aktivita enzymu GSNOR. Tento enzym Kkatalyzuje rozklad
S-nitrosoglutathionu, ktery je povazovan za zasobni formu oxidu dusnatého (Kubienova
et al., 2013b). Vsechny druhy abiotického stresu zplsobuji zvyseni aktivity GSNOR
(Kubienova et al., 2013b). GSNOR se stejné jako kyselina salicylova u€astni na aktivaci
systémové ziskané rezistence. GSNOR se zda bat tedy dulezitou soucasti v rezistenci
proti patogennim infekcim (Espunya et al., 2012).

Pasobeni teplotniho stresu zptsobilo zvySenou hodnotu GSNOR oproti aktivité
kontrolnich rostlin u S. lycopersicum cv. Micro-Tom po 2 a 24 h ptsobeni stresu. U nahG
rostlin byla zvysena aktivita GSNOR pouze po 4 h pusobeni stresu (Obr. 31, A). Vliv
teplotniho stresu na aktivitu GSNOR byl diive pozorovan také v rostlindich okurky a
melounu. Bylo zjisténo, ze aktivita enzymu zavisi na organu, kde je métena a také se lisi
V ramci druht rostlin. V listech okurky byl pozorovan nartist aktivity s casem, naopak u
kotentl a stonkil pokles. U melounu byl pozorovan narist aktivity u vSech tiech organt
Vv Case, avSak u stonku byla aktivita jednoznac¢né nejvyssi (Kubienova et al., 2014).
Enzym GSNOR ma pravdépodobné vyznamnou funkci v aklimatizaci rostliny na vysokeé
teploty a je dalezity pro jeji rist a plodnost (Parankusam et al., 2017).

Plsobeni postiiku kyselinou salicylovou zpusobilo narust aktivity GSNOR
u S. lycopersicum cv. Micro-Tom po 4 h od aplikace (Obr. 31, B). Aktivita GSNOR byla
indukovana pusobenim kyseliny salicylové také v rostlinach tabaku ¢i A. thaliana (Diaz
et al., 2003). U nahG rostlin pravdépodobné u¢inek SA nenastal diky jejimu katabolismu.

Vyznamné zvySeni aktivity v ¢asovém intervalu 2 h bylo pozorovano pti ptsobeni
kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu na S. lycopersicum cv. Micro-Tom.
U nahG rostliny nedoslo ke zvySeni aktivity v zddném ¢asovém intervalu (Obr. 31, C).
V tomto piipadé by pisobeni teplotniho stresu mohlo zvySovat ucinek kyseliny salicylové
nejen v akumulaci HSP70 (Snyman a Cronje, 2008), ale také v indukci enzymu GSNOR.

Patogen zpusobil u rostlin S. lycopersicum cv. Micro-Tom narist aktivity enzymu

GSNOR proti kontrole ve vSech ¢asovych intervalech. Naopak u mutanta nahG aktivita
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nikdy neptesahla aktivitu kontroly (Obr. 31, D). V piedeslé praci, ktera se zabyvala
vyznamem enzymu GSNOR v patogenni infekci u rostlin bylo popsano, ze v rajceti
S. lycopersicum pokles aktivity enzymu zpusobil Spatnou odolnost rostliny vuci
patogenu, naopak vyssi aktivita GSNOR vedla ke zvySeni obrany proti patogenni infekci
(Hussain, 2013).

V piipad¢ soucasného puisobeni postiiku Kyselinou salicylovou a patogenu byla
aktivita enzymu GSNOR také zvySena oproti kontrole ve vSech ¢asovych intervalech
u S. lycopersicum cv. Micro-Tom. U mutanta nahG aktivita nikdy nepiesahla aktivitu
kontroly (Obr. 31, E). Kyselina salicylova pasobi synergicky s GSNOR na aktivaci
systémové ziskané rezistence. GSNOR se zda byt tedy dilezitou soucasti v rezistenci
proti patogennim infekcim (Espunya et al., 2012), jak jiz bylo uvedeno vyse.

Kombinace patogenu a teplotniho stresu zvysila aktivitu GSNOR oproti kontrole
u'S. lycopersicum cv. Micro-Tom (Obr. 31, F). Uginek endogenni kyseliny salicylové je
teplotnim stresem opét nejspise zesilovan (Snyman a Cronje, 2008). Naopak tomu bylo
U mutantniho rajcete, kde v Zadném casovém intervalu aktivita GSNOR neptesahla

kontrolu.

TGA1 —i
—SNO
—SH
— TGACG
cytoplasma jédro exprese obrannych genil  se———

Obr. 52: Redoxni regulace transkripénich faktort NPR-1 a TGA-1. V nepiitomnosti patogenu
existuje NPR-1 jako oligomer v cytoplasmé s intermolekularnimi disulfidovymi vazbami mezi
monomery. TGA-1 se nachazi v jadie s intramolekularnimi disulfidovymi vazbami, které mu
zabranuji ve vazb¢ na promoter. Po napadeni patogenem dojde ke zméné redoxniho stavu bunky
a rozpadu oligomeru NPR-1 na monomery, coz usnadnuje jejich translokaci do jadra. NPR-1
monomery pak mohou reagovat s TGA-1, ktery se nasledné¢ mize vazat na promotor a mize
nastat exprese ochrannych genti. S-nitrosylace monomeru NPR-1 podporuje jeho oligomerizaci
Vv cytoplasmé, zatimco Trx-5 muiZze denitrosylovat SNO (S-nitrosylované) -NPR1, coz podporuje
jeho translokaci do jadra. S-nitrosylace TGA-1 mlze chranit proti tvorbé disulfidové vazby, ¢imz
se zvySuje jeho aktivita vazby na DNA (upraveno dle Li a Loake, 2016).
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S-nitrosothioly, které vznikaji kovalentni vazbou nitrososkupiny na thiolovou skupinu
cysteinu v thiolech s nizkou molekulovou hmotnosti a proteinech, mohou byt vzhledem
k jejich stabilité a nizsi reaktivité zdrojem NO ve vzdalenych mistech od jejich vzniku.
S-nitrosoglutathion patii mezi S-nitrosothioly a jeho funkci je uvoliiovani oxidu
dusnatého nebo jeho ptenos na thiolové skupiny jinych molekul. Enzym GSNOR hraje
roli v metabolismu NO tim, ze se ucastni regulace vnitrobunécné hladiny GSNO
a nepiimo i dalSich S-nitrosothiold (Kubienova et al., 2013b). S-nitrosylace HSP proteint
muize mit negativni vliv na jejich chaperonovou funkci. Napi. HSP90 vlivem S-
nitrosylace ztraci svou ATP-asovou aktivitu (Ali et al., 2010). Ukazalo se, ze v rostlinach
hraje S-nitrosylace dilezitou roli v modulaci aktivity imunniho koaktivatoru NPR1, ktery
je regula¢nim proteinem U¢inki signalni drahy kyseliny salicylové. V klidovém stavu
buiikky je NPR-1 pfitomen v cytoplasm¢é bunky ve formé& neaktivniho oligomeru
spojeného disulfidovymi vazbami. Pii patogenni infekci bunééna redukce podporuje
vznik aktivnich monomert (Obr. 52), které jsou translokovany do jadra a podileji se jako
koaktivatory na expresi obrannych gent (Spoel et al., 2010).

Rada publikaci popisuje vyznamnou tilohu GSNOR v rostlinné odpovédi na stresové
faktory. Je znamo, ze mechanicky stres zpisobuje represi genu pro GSNOR a snizuje
aktivitu GSNOR, naopak aktivace genu a aktivita enzymu je zvySena pusobenim kyseliny
salicylové (Kubienova et al., 2013b).

5.4 Vliv pisobeni teplotniho stresu, kyseliny salicylové a infekce

patogenem na hladiny ROS a NO

Histochemické metody lokalizace ROS a NO umoziuji pouze relativni kvantifikaci
téchto latek. V diplomové praci byl v listech S. lycopersicum cv. Micro-Tom detekovan
peroxid vodiku roztokem DAB, superoxid roztokem NBT a oxid dusnaty pomoci
fluorescenéni sondy DAF-FM DA. Listy rostliny nahG nebyly k dispozici z divodu
nedostatku semen téchto rostlin.

Listy nebo tezy listli byly nasledné také mikroskopovéany. Mikroskopické metody jsou
vcetné piipravy vzorkl ¢asove narocné. Kvantifikace vysledka histochemické analyzy je
pomérné subjektivni a nachylnd k chybam. Vyhodnocovéni v programu ImageJ, ktery byl
Vv diplomové préci pouzivan, je velmi citlivé na manudlnim vybéru oblasti stanoveni

intenzity zbarveni.
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Detekce peroxidu vodiku roztokem DAB poskytovala v misté lokalizace tohoto ROS
hnédé zbarveni. Zda se, Ze teplotni stres zptisoboval maximalni akumulaci H2O2 v prvnim
Casovém intervalu, tedy po 2 h, poté produkce H20. postupné slabla (Obr. 32). To
koresponduje s vysledky méfeni aktivity APX, ktera byla také nejvyssi v Casné fazi
obranné reakce.

Na listech, na které plisobila samotn4 kyselina salicylova o koncentraci 500 pmol-17,
je viditelna hnédé zbarvena zilnatina oproti kontrole, ale jinak nejsou zaznamenany
extrémné vyrazné zmény vuci kontrole v Zadném ¢asovém intervalu (Obr. 32). Hladiny
H20:2 nejsou tolik zvyseny, coz muze byt zptisobeno tim, ze peroxid vodiku je pouzivan
k oxidaci kyseliny salicylové za vzniku superoxidu, pficemz je redukovan na vodu
(Kimura a Kawano, 2015).

Kombinace kyseliny salicylové a teplotniho stresu vedla ke zvysené akumulaci H2O>
vliv az po 24 h. V prvnich dvou ¢asovych intervalech jsou listy bez skvrn (Obr. 32).
Vysvétleni je stejné jako v ptipadé kyseliny salicylové (Kimura a Kawano, 2015). Po 24 h
je pozorovan také naruast aktivity APX, coz znaci Ze mnozstvi H20 je jiz toxicky vysoké
vlivem piisobeni teplotniho stresu a je potieba jej snizit enzymem APX.

U samotného plisobeni patogenu se zda, ze nejvyssi produkce H»O: nastava az
do rostlinného pletiva. Vlakno na svém konci tvoii appresorium, diky kterému se dostava
pres bunéénou sténu az k plasmatickym membrandm bunék a patogen tak miize ziskavat
z listt rostlin ziviny. Prudkd produkce H20. vede K bunééné smrti napadenych bunck
a k zastaveni piisunu zivin patogenu (Hiickelhoven, 2005). Aktivita APX byla v tomto
casovém intervalu také nejvyssi. V prvnich dvou Casovych intervalech je aktivita niZsi,
pravdépodobné v disledku oxidace kyseliny salicylové H20, ktery je tak redukovan
na vodu (Kimura a Kawano, 2015).

U listd, na které pusobila kombinace patogenu a SA, naristd pravdépodobné
akumulace H20> také v Case, ale neni piili§ vysoka oproti kontrolnimu listu. Aktivita
APX byla u vSech téchto listti niz§i nez kontrola (Obr. 33). Vysvétlenim muize byt stejné
tvrzeni jako u vysledku kyseliny salicylové (Kimura a Kawano, 2015).

V ptipad¢ pusobeni patogenu a teplotniho stresu byla nejvyssi akumulace H20:
po 24 h, v ptredchozich teplotnich intervalech byla srovnatelna s kontrolou. Aktivita
askorbatperoxidasy nepfesdhla u Zzadného z Casovych intervalli aktivitu kontroly
(Obr. 33). Zde tato skute¢nost muze byt opét zpusobena endogenni kyselinou salicylovou,

jejimz vlivem je hladina H20; snizena (Kimura a Kawano, 2015).
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Podobné trendy lze pozorovat i u lokalizace dalsi formy ROS — superoxidu v listech
rajéete roztokem NBT. Proces akumulace superoxidu v listech byl v jednotlivych
Casovych intervalech podobny jako u peroxidu vodiku. Misto lokalizace superoxidu je
mozno detekovat pomoci tvorby modrého zbarveni. Avsak u kyseliny salicylové byla
pozorovana pomeérné intenzivni akumulace superoxidu V prvnich dvou c¢asovych
intervalech (Obr. 36), coz by odpovidalo hypotéze studie (Kimura a Kawano, 2015), ktera
povazuje superoxid za produkt oxidace kyseliny salicylové. V piipadé ptisobeni patogenu
a jeho kombinace s kyselinou salicylovou ¢i teplotnim stresem nebyla zaznamenana
zvySena akumulace oproti kontrole, s vyjimkou pusobeni samotného patogenu v intervalu
24 h (Obr. 37), kdy mize dochazet k pruniku houbovych vlaken do rostlinného pletiva
(Hickelhoven, 2005). Ostatni listy mohou byt malo zbarveny v porovnani s kontrolou
Z toho diivodu, Ze kontrolni list ma pomérné velmi intenzivni zbarveni i v porovnani
s listy, na které pusobil teplotni stres, coz mohlo byt zptisobeno jeho mechanickym
poskozenim v pfipad¢ neopatrné manipulace.

Studium oxidu dusnatého bylo v diplomové praci provedeno jeho histochemickou
lokalizaci Vv listech. Z grafického vyhodnoceni intenzity zeleného zbarveni v oblasti
cévnich svazkl Ize vidét, ze po plsobeni faktort na rostlinu byla ve vSech ptipadech
hladina NO vyssi nez u kontrolni rostliny, at’ uz je produkce NO iniciovana kyselinou
salicylovou pfirozené se vyskytujici v rostliné¢ ¢i dodanou navic ve formé postiiku.
U vzorkl s patogenem lze pozorovat stalé udrZzovani vysoké hladiny NO plsobenim SA
(Obr. 44, 45). SA indukuje produkci NO, naopak NO stimuluje akumulaci SA. Obé
signalni molekuly maji synergisticky G¢inek v obrané rostlin proti patogenni infekci

(Zottiny et al., 2007).
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6 ZAVER

Diplomové prace zahrnuje literrni reSersi shrnujici aktualni poznatky o rostlinnych
odpovédich a obrané proti teplotnimu stresu, se zaméfenim na tlohu tzv. heat shock
proteintt (HSP) v rostlinach.

V experimentalni ¢asti byla optimalizovdna metoda Western blot pro analyzu hladiny
HSP70 v listech rajcete, ktera byla nasledné vyuzita ke stanoveni hladin HSP v rostlinach
rajéete genotypu Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom. Byly studovany hladiny
reaktivnich forem dusiku (RNS) a kysliku (ROS) ve vztahu ke zménam specifickych
forem HSP proteinti v listech rajcat vystavenych teplotnimu stresu, kyselin¢ salicylové
a biotrofnimu patogenu.

Problematika studia vztahi mezi RNS, ROS, kyselinou salicylovou a jejich
Vv diplomové préci je, Ze vSechny signalni drdhy téchto molekul jsou pravdépodobné
velmi uzce propojeny a spolecné se mohou podilet na signalizaci obranné odpovédi vici
exogennim stresim piasobicim na rostlinu. Soucasti obranné¢ odpovédi muze byt
i produkce HSP.

V mnoha studiich je uvadéno, Ze kyselina salicylovd sama o sobé nemuze vyvolat
tvorbu HSP70, dokaze pouze zvysit vazbu HSF na DNA. Dle vysledki diplomové prace
kyselina salicylova sice nedokaze zvysit hladiny teplotn¢ indukovanych HSP70, av§ak
ma schopnost zvysit hladinu konstitutivné exprimovanych HSP70.

Experimenty bylo potvrzeno, Ze kyselina salicylova v piitomnosti teplotniho stresu
dokadze zvysit hladinu HSP70. Této skute¢nosti by se dalo v budoucnu vyuzivat
v oblastech s teplym podnebim. Aplikace postiiku kyselinou salicylovou na tamni
plodiny by mohla v kombinaci s vyssi teplotou indukovat zvySenou akumulaci HSP70,
které by pak mohly hypoteticky zvysit odolnost rostliny.

Pii méfeni aktivit enzyml bylo zjiSténo, ze aktivita enzymu APX je sniZovana
kyselinou salicylovou, a naopak aktivita GSNOR je kyselinou salicylovou zvySovana.
Tento fakt vede kzavéru, ze kyselina salicylovd ma pravdépodobné znaény vliv
na hladiny ROS a RNS v rostlin¢.

Vysledky histochemickych analyz naznacuji, ze molekula SA zesiluje akumulaci NO,
se kterym spolecné€ synergizuji v obrann¢ rostliny proti patogenni infekci.

V ramci dalSiho studia této problematiky se nabizi zaméfeni se na expresi teplotné

indukovanych izoforem HSP70 v rostlinach po pisobeni kombinace kyseliny salicylové
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a teplotniho stresu a provedeni dalSich metod, které by vice napovédély o propojeni

signalnich drah odpovédi rostlin na teplotni stres.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA/BIS Akrylamid-N,N’-bisakrylamid

APS Persiran amonny

ACD a-krystalinova doména

ADP Adenosindifosfat

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid-hydrochloride
APX Askorbatperoxidasa

ATP Adenosintrifosfat

Avr Gen avirulence

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat

BIP Vazebny imunoglobulinovy protein

BSA Hovézi sérovy albumin

CBB Coomassie Brilliant Blue

CCT Chaperoninovy komplex obsahujici TCP1
Clp C-typ lektinovy protein

Cpn Chaperonin

cGMP Cyklicky guanosinmonofosfat

c-PTIO Karboxy-PTIO

DAB 3,3’-diaminobenzidin

DMF Dimethylformamid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DOD Délka optické drahy

DPI Diphenyleneiodonium

DTT Dithiothreitol

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

ETI Efektorem vyvolana imunita

GSNO S-nitrosoglutathion

GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa

HR Hypersenzitivni odpovéd

HRP Kfenova peroxidasa

HSBP1 Vazebny protein teplotniho Soku

HSC Konstitutivné exprimované heat-shock proteiny
HSE Element teplotniho Soku, sekvence vazby HSF na DNA
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HSF
hsmRNA
HSP
HSR
MAPK
MBF1C
mMRNA
NAD *
NADH
NBT
NOS
NPR-1

P

P+SA
P+TS
PAL
PAMP
PR proteiny
PRR

PTI
PTIO

R

RBOH
RNA
RNS
ROS
RUBISCO
SA
SA+TS
SAR
SDS
SDS-PAGE
SmMHSP
TBS

Faktor teplotniho Soku

Mediatorova RNA teplotniho Soku

Proteiny teplotniho Soku

Odpovéd’ na teplotni stres

Mitogenem aktivovana proteinkinasa
Multiproteinovy pfemost’ujici faktor

Mediatorova RNA

Nikotinamidadenindinukleotid v oxidované formé
Nikotinamidadenindinukleotid v redukované formé
Nitroblue tetrazolium chlorid

Syntasa oxidu dusnatého

Nonexpressor of pathogenesis-related genes 1
Patogen

Patogen a kyselina salicylova

Patogen a teplotni stres

Fenylalaninamoniaklyasa

S patogenem asociované vzory

Proteiny spojené s patogenezi

Receptory pro nebezpecné vzory

PAMP vyvoland imunita
2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl 3-oxid
Gen rezistence

Geny ,.respiratory burst oxidase homologs*
Ribonukleova kyselina

Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku
Ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa
Kyselina salicylova

Kyselina salicylova a teplotni stres

Systémova ziskana rezistence

Dodecylsulfat sodny

Polyakrylamidova elektroforéza v ptiromnosti SDS
Malé proteiny teplotniho Soku

Tris-buffered Saline
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TBS-T Tris-buffered Saline s Tweenem
TEMED Tetramethylethylenediamin
TS Teplotni stres
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