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1. CILEPRACE

Cilem teoretické Casti této bakalafské prace bylo vypracovani literarni reSerSe,

zaméfené na:

Charakteristiku a biologii Phytophthora spp. se zaméfenim na Phytophthora
infestans.

Interakci mezi patogenem a hostitelskou rostlinou se zaméfenim na charakteristiku
a roli elicitinli v obrané rostliny a na obranné mechanismy rostliny po napadeni
patogenem.

Charakteristiku a metabolismus reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS)

a na jejich uplatnéni v obrané rostlin vii¢i patogentm.

Naplni experimentalni ¢asti prace bylo:

Zvladnout techniky kultivace P. infestans na pevnych médiich.

Inokulovat listy Solanum spp. hemibiotrofnim patogenem Phytophthora infestans
a vyhodnotit vysledné symptomy.

Stanovit specifickou aktivitu GSNOR v rostlinném materidlu v prabéhu 168 hodin
po inokulaci P. infestans.

Stanovit obsah S-nitrosothiolti a koncentraci proteina v rostlinném materialu.
Pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie lokalizovat RONS v kli¢icich

sporangiich Phytophthora infestans.



2. UvOD

Rod Phytophthora zahrnuje patogeny, ktefi napadaji Sirokou skalu rostlin.
NejvyznamnéjSim hostitelem Phytophthora infestans (plisné bramborové) je Solanum
tuberosum L. (brambor hliznaty), na jehoz vynosu dokaze P. infestans za vhodnych podminek
zpusobit velké ekonomické ztraty. Patogen dale puisobi Skody i v pripadé péstovani Solanum
lycopersicum L. (rajéete jedlého).

Pro rust a kultivaci P. infestans je mozno vyuzit Siroké spektrum Zivnych médii, napf.
mrkvovy agar, V8 médium, fazolovy ¢i Zitny agar.

Reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS) jsou produkovany jak
rostlinou, tak patogenem a jejich funkci je pfedev§im ochrana vici biotickému i abiotickému
stresu. ROS se u rostlin vystavenych stresu ve vétsi mife podileji na zménach genové exprese
a na hypersenzitivni reakci (HR).

RNS zahrnuji slou¢eniny odvozené od oxidu dusnatého (NO). NO se v rostlinnych
bunkach podili na velké skéle fyziologickych procest, kuptikladu na senescenci listd, ristu
kofenu ¢i otevirani a uzavirani priduchid. Pfirozenym rezervoarem NO je S-nitrosoglutathion
(GSNO), ktery byva redukovan na velké mnozstvi produkti enzymem S-nitrosoglutathion
reduktasou (GSNOR).

K experimentu byly vyuzity 4 genotypy rajcéete (Solanum esculentum L. cv. Amateur,
S.esculentum L. cv. Micro-Tom, S. chmielewskii, S. habrochaites), navzajem se lisici
rezistenci vucéi abiotickym stresovym faktorum a vaci infekci padli (O. neolycopersici).
Zminény rostlinny material byl inokulovan P. infestans a u vSech genotypd rajcat byla

nasledné studovana Uloha a metabolismus RONS, hladina GSNO a aktivita GSNOR.



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1. Obecné charakteristika Phytophthora spp.

Rod Phytophthora predstavuje skupinu eukaryotickych hemibiotrofnich patogent
rostlin, ktefi jsou tazeni do fiSe Chromista (Syn. Stramenopila, Straminipila), odd¢leni
Peronosporomycota, tfidy Oomycetes, fadu Peronosporales, ¢eledi Pythiaceae (Kalina
et Vana, 2005). Diive byly tyto organismy fazeny do fiSe Fungi (Margulis et Schwartz, 1988),
podle novéjsich systému jsou zafazovany do taxonu Chromalveolata (Adl et al., 2005).

Zastupci rodu Phytophthora parazituji na hostitelskych rostlinach, predevsim
na dvoudéloznych, u kterych zptsobuji rizné choroby. Pro nékteré druhy je typicka
specializace, pro jiné naopak schopnost napadat Siroké spektrum hostitelt. (Lebeda et al.,
2006). Dosud bylo identifikovano pies 100 druhti zminéného rodu, piedpoklada se vsak
existence dalsich druht (Gallegly et Hong, 2008).

Stélka byva obvykle endobioticka, mycelium je vlaknité, vétvené a nepiehradkované.
Buné¢na sténa je sloZena z celulosy a B-1,3-glukanu, ktery slouzi i jako zasobni latka (Kalina
et Vana, 2005).

3.2. Biologie a Zivotni cyklus Phytophthora spp.

Rozmnozovani zastupci rodu Phytophthora probihd nepohlavnim a pohlavnim
zpusobem, infek¢éni cyklus tedy oznacujeme jako heterogenni. Nepohlavni rozmnoZovani
zahrnuje tvorbu sporangia na specializovanych hyfach, tzv. sporangioforech. Uvniti se
diferencuji dvoubiéikaté zoospory, které postupem casu za vhodnych podminek encystuji
adavaji tak vzniku sekundarnich zoospor ledvinovitého tvaru. Bi¢iky byvaji umistény
laterdIng; piedni bicik je delsi a péfity, bicik sméfujici dozadu je krat$i a hladky (Kalina
et Vana, 2005). V neptiznivych podminkach prostfedi se na myceliu tvoii chlamydospory,
které jsou vétSinou sférické, bezbicikaté a diky zesilené bunééné sténé slouzi k preziti.

Pohlavnim procesem Phytophthora spp. je oogametangiogamie, kdy dochazi
ke splyvani samcich (kyjovita antheridia) a sami¢ich pohlavnich organt (kulovitd oogonia).
Po kontaktu sam¢iho gametangia se sami¢im dochazi ke vzniku oplozené oosféry, kterd se
vyviji v tlustosténnou oosporu a ta se s rozpadem rostlinnych pletiv na podzim dostava
do pidy (Kalina et Vana, 2005). V jarnim obdobi pak z oospory vykli¢i sporangium a zZivotni

cyklus pokracuje béhem sezdny nepohlavnim rozmnozovanim.



3.3. Phytophthora infestans

Prvni zminky o patogenu pochézeji z roku 1845, kdy francouzsky mykolog Camille
Montagne popsal houbu Botrytis infestans coby pfi¢inu choroby brambor. V letech 1861 —
1863 pak némecky mikrobiolog Heinrich Anton de Bary publikoval dva spisy, ve kterych
popsal Zzivotni cyklus plisn€, nové nazvané Phytophthora infestans a zafazené do rodu
Peronosporaceae (de Bary, 1876).

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (pliseti bramborova) napada ptevazné rostliny
z ¢eledi Solanaceae. Nejvyznamnéj$im hostitelem tohoto patogenu je Solanum tuberosum L.
(brambor hliznaty), na jehoz vynosu zptsobi P. infestans za pfiznivych podminek
ekonomické ztraty az 70 % (Juroch, 2011). Phytophthora infestans ptisobi $kody také
pii péstovani Solanum lycopersicum L. (rajéete jedlého), papriky, petdnii ¢i tabaku (Juroch,
2011). Hospodatské skody zptisobené plisni bramborovou ro¢né dosahuji az 6,7 miliard USD
(Haverkort et al., 2008).

O puvodu patogenu existuji dvé teorie. Prvni z nich je zalozena na predpokladu, ze
patogen pochézi z oblasti shodné s vyskytem jeho hostitele, tj. z horskych oblasti And v Jizni
Americe (Lebeda et al., 2006). V soucasné dobé je ale akceptovana spise domnénka, ze
P. infestans se rozsifila z centrélnich oblasti Mexika (Goss et al., 2014) do Spojenych statt
a Kanady. V prubéhu 19. stoleti byly infikované hlizy prostfednictvim lodni dopravy
zavleCeny do Evropy. Dosud nejvétsi zaznamenané Skody zpisobila P. infestans roku 1845
Vv Irsku, kde doslo témét ke kompletnimu zniceni urody brambor, coz vedlo az k hladomoru,
béhem kterého zemfelo cca milion lidi a fada dalSich obyvatel emigrovala do zamofi
(Nowicki et al., 2012a). Postupem casu se pohlavni typ patogenu, oznaCovany jako Al,
rozsitil do vSech zemi svéta, péstujicich rajéata ¢i brambory, kdezto pohlavni typ A2 zatim
neni zcela rozsiten (Juroch, 2011).

Analyza genomu P. infestans kmene T30-4, provadéna pod vedenim vyzkumného tymu
z Broad Institutu v USA, ukazala velikost genomu ptiblizn€¢ 240 megabazi (Mb), coz Cini
z P.infestans T30-4 zastupce s nejvétSim a nejkomplexnéjSim genomem v ramci tiidy

Oomycetes (Haas et al., 2009).
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3.3.1. Zivotni cyklus P. infestans

Reprodukce P. infestans mize probihat, stejné jako u ostatnich zastupct rodu
Phytophthora, bud’ asexualnim, nebo sexualnim zptsobem. I zde plati, Ze nepohlavni
rozmnozovani byva &ast&jsi a hraje v Zivotnim cyklu patogenu mnohem vétsi roli. Zivotni
cyklus P. infestans ilustruje Obr. 1.

Asexualni zptsob reprodukce spociva v produkci sporangii, kterd umoziuje snadné&jsi
Sifeni vétrem ¢i kapkami desté (Cohen et al., 1997). Sporangia jsou vej¢itého, citronkovitého
tvaru (Obr. 2), se stopkou mensi nez 3 um (Erwin et Ribeiro, 1996). Jejich rozméry byvaji
variabilni; nejcastéji uvadéna Sitka sporangii se pohybuje mezi 12 — 20 um, delka dosahuje
obvykle 21 — 30 um (Juroch, 2011). Pro vytvoieni a nasledné klieni sporangia je nezbytna
vysoké vihkost a teplota 10 - 24 °C, napt. Mayton et al. (2000) uvadéji jako teplotni optimum
15 °C.

Phytophthora infestans je heterothalicky organismus, zahrnujici dva dosud znamé
pohlavni typy, oznaCované jako Al a A2 (Brasier, 1992). K pohlavnimu rozmnoZovani
dochazi jen za piedpokladu, Ze jsou piitomny oba zminéné pohlavni typy (Agrios, 2005),
které vzajemné interaguji a vznikaji tak saméi pohlavni bunky antheridia a sami¢i pohlavni
buniky oogonia (Drenth, 1994). Oogonium pak prorustd antheridiem a v prib&éhu meidzy
dochazi v jadrech k redukci poc¢tu chromosomovych sad. Zbylé jadro antheridia nasledné
splyva sjadrem oogonia a vyviji se silnosténna oospora s velikosti az 35 um v priaméru
(Erwin et Ribeiro, 1996), ktera za vhodnych podminek vykli¢i ve sporangium a zivotni cyklus
dale probiha stejné jako v piipadé asexualniho rozmnozovani.

Studiem pomérii pohlavnich typt Al a A2 pfi vzijemné interakci se zabyvali
Cohen et al. (1997), ktefi vyvratili tvrzeni, ze tvorba oospor je mozna pouze pii poméru 1 : 1.
Zjistili také, ze nckteré typy Al a A2 se mohou mezi sebou vzijemné liSit fertilitou.
Vzhledem k tomu, Ze jesté donedavna byl znam pouze pohlavni typ Al, se autofi Nowicki
etal. (2012a) domnivaji, Zze pohlavni reprodukce nehraje tak duleZitou roli v onemocnéni
hostitelskych rostlin a Ze rekombinace pfispiva spise ke zvySeni vnitrodruhové variability,

tzn. dava vznik novym a agresivnéjSim rasam patogenu.
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sporangium (2n)

POHLAVNI

Obr. 1: Zivotni cyklus Phytophthora infestans. (Upraveno podle: Judelson, 1997).

Obr. 2: Uvolnéna sporangia P. infestans pti zvétseni 400X.
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3.3.2. Patogeneze P. infestans

Pro P. infestans je typické, ze napada na hostitelské rostliné z nejvétsi ¢asti listy (Kalina
et Vana, 2005), muze vSak také napadat stonky, plody ¢&i hlizy. Patogen spada mezi tzv.
hemibiotrofy, coz znamena, ze vyuziva rezimu dvoustupniové infekce, pfi¢emz v ranné fazi
ziskdva haustorii ziviny pro vyvoj mycelia z Zivé hostitelské buiiky a nasledné pusobi
rozsahlé nekrdozy pletiv hostitele a roste saprotrofné (Nowicki et al., 2012a).

Infekce hostitelské rostliny obvykle zac¢ina okamzikem, kdy se sporangium, pfenesené
na rostlinu pomoci vétru ¢i deste, usidli na nékterém z rostlinnych organt a uvolni zoospory.
Ty byvaji opatfené¢ dvéma biciky a ve sporangiu se jich nachazi obvykle 3 — 8, néktefi autofi
uvadéji az 16 zoospor. Zoospory za vhodnych podminek encystuji a vytvareji kliéni hyfu
(Obr. 3), penetrujici do hostitelského pletiva (Judelson, 1997). Infekéni utvary nasledné
vytvareji v hostitelské buiice mycelium, které proristd mezibunéénymi prostory a umoziiuje
vznik haustoria, struktury specializované na zisk zivin z buiiky hostitele (Nowicki et al.,
2012a).

Obr. 3: Sporangium P. infestans kli¢ici v infek¢ni hyfu (zvétseni 400x).

Infekce muize také probihat i ptes priduchy, kdy i v tomto pfipadé pronika apresorium
do pletiva hostitele a dochazi ke vzniku mycelia. Jakmile za¢nou infikovana pletiva

nekrotizovat, mycelium vyviji sporangiofory, které za¢nou produkovat velké mnozstvi
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sporangii a tim umozni pokracovani infekéniho cyklu. Za pfedpokladu, ze napadeni prob&éhne
uspésné a rostlina je na patogen nachylna, mize cela rostlina uhynout béhem 5 az 10 dnd.
Proces patogeneze P. infestans na rajceti (Solanum lycopersicum L.) byl studovan
pomoci metody tzv. “dvojitého barveni” (dual-stain) prostfednictvim anilinové a trypanove
modfi. Tato metoda vedla k detekci infekénich struktur a rovnéz k mikroskopické vizualizaci

napadeni rostliny patogenem (viz Obr. 4) (Nowicki et al., 2012b).

X, v: 10 pm

Obr. 4: Infekéni cyklus Phytophthora infestans na ndchylném genotypu rajcete 4 dny
po inokulaci a nasledna vizualizace ,,dvojitym barvenim* a konfokalni laserovou skenovaci
mikroskopii. (A) Kli¢ici spory: [S] tvorba penetra¢niho hrotu a pokus o penetraci kutikulou
prostiednictvim tvorby apresoria, [A] vyvoj papily bohaté na kalosu, ktera slouzi jako prvotni
linie obrany hostitelské rostliny, [P] pokus o pfimou penetraci patogenu do rostlinné tkané.
(B) Konecna faze infekéniho cyklu, kdy zacinaji hyfy pfertstat ptes priidduchy listu a dochazi
k rozvoji sporangia. (Upraveno podle: Nowicki et al., 2012b).

3.3.3. Priznaky napadeni P. infestans

Prvni symptomy infekce se mohou na napadané rostliné projevit jiz po 3 - 4 dnech.
U bramboru hraji velkou roli v epidemiologii choroby infikované hlizy, nebot pravé ony
byvaji prostfedkem k Sifeni choroby v dal$i sezon€. Pocateénimi pfiznaky infekce se rozumi
malé 1éze na vrcholech listl a na stoncich, které mohou v priméru dosahovat jen 1 ¢i 2 mm
azacnou se zveétSovat v okamziku, kdy patogen zcela pronikne do rostlinného pletiva
(Nowicki et al., 2012a). Tyto léze byvaji zprvu nazloutlé nebo svétle zelené a maji charakter

vodnatych skvrn. Poté pifechdzeji do hnédocerné az cerné barvy, postupné se zvétSuji
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a zasahuji cely list (Agrios, 2005). Jakmile se nekrdzy rozsiti pies fapik a stonek do vysSich
listovych pater, dojde k rychlému odumfeni napadené naté (Juroch, 2011). Typickym
ptiznakem je také Sedobily povlak sporangioforti na spodni strané listt.

U rajéete jsou piiznaky infekce zpisobené P. infestans podobné jako u bramboru
(Erwin et Ribeiro, 1996). Rostliny rajcete vSak mohou byt napadeny az sekundarné
prostfednictvim sporangii pfenesenych vétrem ¢i vodnimi kapkami z infikovanych rostlin
bramboru (Juroch, 2011). Nekrotické 1éze jsou zde kromé listi a stonkt pfitomny i na kvétech

nebo plodech.

3.3.4. Média pro kultivaci P. infestans

Phytophthora infestans spadd mezi hemibiotrofni patogeny, proto ji je mozné, stejné
jako ostatni zastupce Phytophthora spp., kultivovat dlouhodobé na Siroké Skale zivnych
médii. Pied kultivaci je nutno patogen izolovat z infikované rostlinného pletiva ¢i z pady.
Utinou a zarovei nejméné &asové naroénou metodou je izolace z napadenych listii. Izolaci je
vSak mozno provést i z nakazenych plodu, tato metoda je ale z hlediska provedeni mnohem
izolace P. infestans Ize vyuzit také média s pfidavkem antibiotik, jako napiiklad PARP agar,
obsahujici pimaricin, ampicilin, rifampicin a pentachloronitrobenzen (Morita et Tojo, 2007).

Zivna média pro rist a kultivaci zastupct rodu Phytophthora se lisi slozenim
Vv zavislosti na rustovych podminkdch daného druhu. Mezi média vhodnad pro péstovani
Phytophthora spp. patii konopny agar ¢i agary pfipravované z ovocnych a zeleninovych $tav,
jako naptiklad mrkovy agar ¢i V8 médium.

V pripadé Phytophthora infestans je dle Gallegly et Honga (2008) nejvhodnéjsi
kultivacni ptiidou pro riist patogenu fazolovy agar s ptidavkem zita, velmi €asto vyuzivanymi
médii jsou rovnéz zitny ¢i bramborovo-mrkovy agar. Jini autofi zase doporucuji pro efektivni
produkci zoospor P. infestans pouzivat jiz zminény mrkvovy agar a V8 médium s ptipavkem
[3-sitosterolu.

Zitny agar je mozno pfipravit nékolika zptsoby; jednou z nejméné ¢asové naro¢nych
variant pfipravy je rozvatreni 250 g zitnych obilek v dostate¢ném mnozstvi destilované vody
po dobu 90 minut. Povafené obilky jsou pak bez rozmélnéni filtrovany pifes 2 vrstvy gazy
avznikly filtrat je doplnén destilovanou vodou na objem 1 1. Nasledné je k filtratu ptidano
20 g sacharosy, 15 g agaru a 0,125 g 40% B-sitosterolu. Médium je nakonec autoklavovano
20 minut pii teploté 121 °C.
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3.4. Interakce mezi hostitelskou buiikou a Phytophthora spp.

Zéastupci rodu Phytophthora jsou schopni vylu¢ovat tzv. elicitory, tedy slouc¢eniny, které
jsou po interakci rostlina-patogen schopny spustit obrannou reakci (Lochman et al., 2005).
Detekuje-li hostitelska rostlina elicitor, dojde obvykle k tzv. hypersenzitivni reakci (HR),
charakterizované jako rychld a lokalizovana nekr6za nékolika bun€k v misté pokusu o invazi
patogenu (Blein et al., 1991), ¢imz dojde k omezeni Sifeni patogenniho mikroorganismu
do dalsich rostlinnych ¢asti. HR je poté mozno makroskopicky pozorovat jako nekrotické 1éze

na listech. Proces HR demonstruje Obr. 5.

()(

U ) MOU 00

Obr. 5: Infekéni cyklus P. infestans na A nachylné rostliné ((i) zoospora, (ii) cysta, (iii)
kli¢ici cysta, (iv) kli¢ici cysta s apresoriem, (v) kli¢ici cysta s apresoriem a infekénim vackem,
(vi) haustorium, (vii) sporangium) a B, C rezistentni rostling.

Usmrcené (hypersenzitivni) buiiky jsou znazornény Cervené. Mira hypersenzitivni reakce

zavisi na genotypu rostliny a patogenu. (Pievzato z: Kamoun et Smart, 2005).
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Proteinové molekuly, spadajici mezi elicitory a vylucovany vice nez 30 druhy
Phytophthora spp., se nazyvaji elicitiny (Yu, 1995). Tyto latky dokazi v hostiteli indukovat
HR a spoustét tak obrannou reakci rostliny, coz miize vést k vyvoji systémove ziskané
rezistence (SAR, “Systemic Acquired Resistance™) rostlin vici fadé patogeni (Boissy et al.,
1996). Jednim z nejlépe prostudovanych elicitind je kryptogein. Jedna se o globulérni protein
produkovany Phytophthora cryptogea, patogenu poprvé popsaného roku 1919 u rajcete
a infikujiciho cca 150 druhu rostlin. Jeho hlavni funkci je pienos steroli a mastnych kyselin
mezi fosfolipidovymi membranami rostlinnych bunék. Vyznamnou roli hraje tento protein
predevsim u tabaku, kde vyvolava hypersenzitivni reakci a chrani tak rostlinu proti napadeni
patogenem P. parasitica (Blein et al., 1991).

Aby byla P. infestans po penetraci do hostitelské rostliny schopna odolat rostlinnym
hydrolytickym enzymim a =zarovenl snadngji a efektivngji vyvolat infekci, vyuziva
specializované geny, kodujici efektory. Efektory jsou charakterizovany jako molekuly
proteinové povahy, které dokazi meénit strukturu a funkci hostitelské bunky (VIeeshouwers
etal., 2011). Tyto molekuly jsou vylu¢ovany haustorii a dle mista plisobeni v hostitelské
burice je lze rozdélit na apoplastické, neboli extracelularni, a cytoplazmatické, intercelularni
(Nowicki et al., 2012a).

Apoplastické efektory pilsobi v mezibunééném prostoru, kde reaguji s bunécnymi
sténami hostitelské rostliny, s jejimi proteasami a rovn€Z se signalni siti obranné odpovédi
rostliny. Vyznamnou Ulohu zde hraji tzv. receptorové kinasy, podilejici se na obranné reakci
rostliny proti patogenu. V souvislosti s témito molekulami bylo zjisténo, Ze v patosystému
Solanum lycopersicum — Phytophthora parasitica se na obrannych mechanismech rostliny
podili gen SISOBIRI1, jehoz uml¢eni vede ke zvySené nachylnosti rajete na zminény patogen
(Peng et al., 2015).

Cytoplazmatické efektory naopak hraji roli pfimo uvnité hostitelské bunky, kde
spoustéji metabolické zmény a napomahaji tak vyvoji patogenu v rostlinné buiice (Nowicki
et al., 2012a). Skupina cytoplasmatickych efektort se dale déli do dvou kategorii, a to RXLR
proteiny, obsahujici signalni peptid a N-koncovou doménu se sekven¢nim motivem RXLR
(Arg-Xaa-Leu-Arg), a CRN proteiny (“crinkling and necrosis”) (Nowicki et al., 2012a),
pficemz ob¢ tyto proteinové rodiny hraji pii napadeni patogenem vyznamnou roli. RXLR
geny koduji jesté avirulentni proteiny (AVR) a za jejich spravnou funkci v rostlinné bunce je
zodpovédny C-konec efektoru (Vleeshouwers et al., 2011). Exprese CRN genu vede
K vyvolani typickych ptiznakt na rostliné po napadeni Phytophthora spp., jako je nekréza ¢i
svrasténi listd (Torto et al., 2003).
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3.4.1. Obranné mechanismy rostliny

K rozpoznéni patogenu hostitelskou rostlinou a néslednému spusténi obrannych
mechanismi dochazi jen tehdy, ma-li rostlina vyvinuty geny rezistence (R), které koduji
receptory pro dané typy elicitori. V piipadé, ze nedojde k rozpoznani, dochazi k rozsifeni
infekce a hostitel je na patogen nachylny.

Jakmile hostitelska rostlina rozpozna elicitor patogenu, dochazi béhem nékolika minut
k tzv. ranné fazi obranné reakce. Pro tuto fazi je typicka zména v propustnosti plazmatické
membrany rostlinnych bunék, pficemz ionty K™ a Cl" za¢inaji vytékat z cytoplazmy a ionty
Ca?* do ni naopak vtékaji. Aktivaci NADPH oxidasy vznika peroxid vodiku a nasledné dalsi
reaktivni formy kysliku (ROS, “Reactive Oxygen Species”), coz vede k jevu oznacovanému
jako oxida¢ni vzplanuti. Béhem ranné faze obranné reakci dochazi také k hypersenzitivni
reakci (HR), tedy rychlé a lokalizované smrti bun¢k v misté pokusu o vznik infekce (Blein
etal., 1991).

Za n¢&kolik hodin po penetraci patogenu do hostitelské rostliny nastava tzv. pozdni faze
obranné reakce, kdy za¢ina také dochazet k produkci PR proteini (Pathogenesis-related
Proteins), jejichz tUkolem je aktivni znieni patogenu. Béhem této faze dochéazi rovnéz
ke zménam v expresi genetické informace, k aktivaci obrannych genti a k syntéze signalnich
molekul, mezi které patii napiiklad kyselina salicylovd (SA), kyselina jasmonova (JA) ¢i
ethylen (Plant Pathology, 2003). Diky témto hormontm dochazi v rostliné k indukci
systémové reakce.

Mezi dalsi latky, syntetizované za icelem obrany rostliny, patii fytoalexiny, coz jsou
nizkomolekularni latky toxické pro fadu mikroorganismi. Typickymi zastupci této skupiny
jsou napiiklad terpenoidy, alkaloidy ¢i flavonoidy (Lewis et Ausubel, 2006). Pravé
fytoalexiny mohou mit vliv na rezistenci nékterych druht rostlin proti danému typu patogenu,
jako je tomu naptiklad u Nicotiana benthamiana a jeho rezistenci vaci Phytophthora
infestans, kdy se na rezistenci podileji pfedevsim kyselina salicylova a ethylen (Shibata et al.,
2010).
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3.5. Reaktivni formy Kkysliku a dusiku (RONS) a jejich role v obrané rostlin vaci
patogeniim

Reaktivni formy kysliku (ROS, “Reactive Oxygen Species”) a reaktivni formy dusiku
(RNS, “Reactive Nitrogen Species”), souhrné oznacované jako RONS (“Reactive Oxygen
and Nitrogen Species”), zahrnuji Siroké spektrum latek radikalového i neradikalového
charakteru. Jedna se o molekuly produkované v zivych buiikach béhem metabolickych
pochodi, pfi¢emz velmi vyznamnou roli hraji tyto latky u rostlinnych organismda.

Jejich hlavni funkci je vtomto piipadé ochrana rostlin vaci velkému mnozstvi
stresovych faktort, které zahrnuji jak stres bioticky (senescence, napadeni patogenem), tak
stres abioticky (pisobeni extrémnich teplot, nedostatek vody, mechanické poskozeni) (Catala
etal., 2010). Kromé toho hraji tyto molekuly také vyznamnou roli pii koordinaci exprese
genetické informace b&hem interakce rostlina-patogen (Catald etal., 2010). Ackoli je
pfitomnost téchto latek v rostlin€ nezbytna a je znamo, Ze RONS hraji u rostlin pfedevS§im
kladnou roli, mize také nastat situace, kdy v disledku nadmérného mnozstvi téchto molekul

dojde k poskozeni bun€k vyvoldnim hypersenzitivni reakce ¢i vznikem nekrozy.

3.5.1. Charakteristika a metabolismus reaktivnich forem kysliku

ROS jsou v rostlinnych bunkach tvofeny béhem dychaciho elektronového fetézce ¢i
v prubéhu fotosyntézy coby vedlejsi produkty atmosférického kysliku (O2) (Mittler, 2002).
Piehled nékterych zastupcti této skupiny latek, jejich zdroju a G¢inkt v organismu zobrazuje
Tab. 1. Zanormélnich podminek byva hladina ROS v buiikdch nizka a tyto latky jsou
pro rostlinu netoxické. Po napadeni patogenem ale dochazi k jejich rychlému nahromadéni
v dusledku oxida¢éniho vzplanuti a zvySena hladina ROS muze pak za 0celem zniCeni
patogenu zputsobit peroxidaci lipidt, poskozeni DNA a proteint ¢i lokalizovanou bunécnou
smrt infikované bunky (Neill et al., 2002).

Typickymi produkty excitace atmosférického kysliku jsou peroxid vodiku (H20>),
superoxidovy radikal (O2") nebo hydroxylovy radikal (OH). VSechny tyto molekuly jsou
schopny oxidovat Siroké spektrum biologickych molekul (Mittler, 2002). Peroxid vodiku
navic plni v bunce signalni roli, vyznamnym zptsobem se podili na zprostfedkovani

informaci o zménach v okolnim prostiedi (Chen et Gallie, 2004).
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Tab. 1: Prehled nékterych ROS, jejich struktura, zdroje a biologické ucinky. (Upraveno
podle: Piterkové et al., 2005).

Slou¢enina | ZKratka | Struktura Nékteré zdroje Biologicky efekt
Singletni 10, 0-0O: Excitované molekuly ;\l/l l;:%gefr;i(z)z,x?gg:ldace
kyslik chlorofylu v tripletovém stavu arl‘r)ﬁnc;kyselin
Osvétlené chloroplasty, Fe-S Peroxidace htl: idd, r.eakce
L . . 2— | proteiny, cytochrom P450 H:0 za tvorby OH".
Superoxidovy 0, [-O =0 :| P » ; ’ Schopnost oxidovat siru,
oo =1l enzymové reakce: .
radikal wanthinoxidasa askorbat a NADPH,
aldehydoxidasa atd.. reQukovat C}’ tochrom ¢
a ionty kovt.
Velmi silné oxidaéni
Hydroxylovy OH" 0—H Haberova-Weisserova reakce, Clnld19 - po;kpz:e ni DNA,
i - peroxidace lipida,
radikal Fentonova reakce. L,
degradace proteind,
produkce CoHa.
Osvetlené chloroplasty, Inhibice fixace COy,
. SR B-oxidace mastnych kyselin, inaktivace enzyma
Perg,)l((ld H202 H=0-0-H| re-s proteiny a enzymové Calvinova cyklu, oxidace
voaiku reakce: SOD, glykolatoxidasa, | sulfhydrylu a flavonold,
aminoxidasa, peroxidasy). substrat oxida¢ni reakce.

Aby nedochazelo k neustdlému hromadéni ROS, vyvinuly se v rostlinnych bunikach

neenzymatické 1 enzymatické antioxidaéni mechanismy. Nejlépe prostudovanymi
neenzymatickymi antioxidanty u rostlin jsou kyselina askorbova (vitamin C, askorbat),
redukovany glutathion (GSH), a-tokoferol (vitamin E) ¢i pB-karoten (Shalata et al., 2011).
Mezi antioxidacni enzymy patii superoxiddismutasa (SOD; EC 1.15.1.1), katalasa (CAT; EC
1.11.1.6), peroxidasa (EC 1.11.1.7), a enzymy askorbat-glutathionového cyklu (Piterkova

et al., 2005).

3.5.2. Charakteristika a metabolismus reaktivnich forem dusiku

Reaktivni formy dusiku jsou slou¢eniny odvozené od oxidu dusnatého (NO), jako
naptiklad oxid dusny (N20), oxid dusicity (NO2), peroxydusitan (ONOO), S-nitrosothioly
(SNOs) ¢i S-nitrosoglutathion (GSNO) (Chaki et al., 2009). Charakteristika vybranych RNS

je uvedenav Tab. 2.
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Tab. 2. Piehled nékterych RNS, jejich struktura, zdroje a biologické

Z vice zdrojh).

ucinky. (Zpracovano

Slou¢enina | ZKratka | Struktura Zdroj Biologicky efekt
NO syntasa — katalyzuje U rostlin zapojen
. . oxidaci L-argininu na L-citrulin | do procest kli¢ent,
dOXIdt, NO N 0 aNO. senescence, reakce
usnaty Nitrit:NO reduktasa — katalyzuje | na stres, programované
redukci dusitanu na NO. bunééné smrti.
Oxid ) N Samovolnd reakce NO —
dusicits NO- O:’-’-'f" “‘h‘%o dehydratace HNO; oxidem Cytotoxickad molekula.
usicity fosfore¢nym.
_ Karcinogenni latka,
Kyse_hpa HNO, H-0-N=0 Reakce N,Os s vodou. u 21V001ch_u oxiduje
dusita hemoglobin
na methemoglobin.
] N O~ | Nitrét reduktasa — katalyzuje C}(toF:)xigké 'T‘OIEKUI?,'
Peroxydusitan | ONOO o A o g redukci Oz na Oz, ktery pak Pr TFact dmimo «yseiin
. . | zptisobuje bunécné
reaguje s NO za vzniku ONOO'. poskozeni.

Oxid dusnaty je velmi reaktivni molekula s Sirokym spektrem biologickych funkci,
hrajici dulezitou roli zejména pfi signalizaci. U rostlin plni NO vyznamnou funkci v béznych
fyziologickych procesech, jako je rust kofent, kli¢eni, otevirani a uzavirani praduchu ¢i opad
listd. Je rovnéz dulezity pfi reakcich na bioticky i abioticky stres (Wendehenne et al., 2005).

V rostlinach muze byt oxid dusnaty tvofen neenzymaticky nebo enzymaticky.
Neenzymaticka produkce byva vysledkem reakce mezi oxidy dusiku a rostlinnymi metabolity
nebo chemické redukce dusitanu v kyselém prostiedi. Enzymaticka tvorba spoc¢iva v produkci
NO z NO2 prostiednictvim NAD(P)H-dependentni nitrat reduktasy (NR; EC 1.7.1.1)
(Yamasaki et Sakihama, 2000; Wendehenne et al., 2005). Dalsim enzymovym zdrojem
provznik NO mohou byt nitrit:NO reduktasa (NINOR; EC 1.7.2.1), vyskytujici se
Vv plazmatické membrané (Piterkova et al., 2008) nebo NO syntase podobny enzym (“NOS-
like”’enzym), jehoz vyskyt byl zaznamenan v chloroplastech a cytoplazmé (Daekyung et al.,
2006). Existence NOS-like enzymu byla v rostlinné fisi prokazana u zelené tfasy Ostreococcus
tauri (Foresi et al., 2010), u vysSich rostlin se podle nedavnych vyzkumi piedpoklada jeho
pritomnost v tabaku (Nicotiana tabacum) a huseni¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana)

(Jeandroz et al., 2016).
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Oxid dusnaty se v bunikdch nejcastéji vyskytuje ve formé volného plynného radikalu
(NO"), ktery se kromé¢ vysoké reaktivity vyznacuje také zna¢nou nestabilitou. Polocas rozpadu
tohoto radikalu je méné nez 6 sekund (Thomas et al., 2001). Nejvétsi vyznam ma tato
molekula pfi reakcich s reaktivnimi formami kysliku, kdy vznika fada nitracnich cinidel
zpusobujicich nitraci aminokyselinovych zbytkt (Hnizdova et al., 2009). V aerobnich
podminkéach reaguje NO- se superoxidovym radikalem (O2) za vzniku peroxydusitanu
(ONOO), ktery v ptipad¢ nahromadéni NO2™ zptisobuje oxidacni poskozeni bunky (Yamasaki
et Sakihama, 2000). NO- se muze rovnéz ucastnit reakci s volnymi atomy kovi, pficemz
vznikaji nitrosylkomplexy. Vyznamnou reakci je v tomto piipadé vazba NO- na hemovou
skupinu gyanylatcyklasy (EC 4.6.1.2), kdy dochazi ke zméné v konformaéni struktuie
a vznika tak cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) (Brown et Borutaite, 2002).

3.5.3. S-nitrosoglutathion (GSNO), jeho charakteristika a funkce

S-nitrosoglutathion (GSNO, Obr. 6) je jednim z nejrozsifenéjSich S-nitrosothiolti
(SNOs) a vznika reakci mezi radikalem oxidu dusnatého a redukovanym glutathionem (GSH)
v procesu S-nitrosylace (Corpas et al., 2013). V rostlindch je tato molekula pfirozenym
rezervoarem NO, protoze z né& dochazi k uvoliiovani NO bé&hem stresové reakce.
Vyznamnym zptisobem se podili na posttranslaénich modifikacich proteint a ptisobi také jako
antioxidant (Airaki et al., 2011).

Enzym, katalyzujici redukci S-nitrosoglutathionu na Siroké mnozstvi produktd, nese
ndzev S-nitrosoglutathion reduktasa (GSNOR). Jednd se o cytosolicky dimerni enzym
s podjednotkami o velikosti 40 kDa, spadajici do rodiny zinek-dependentnich
alkoholdehydrogenas III. tfidy (ADH3, EC 1.1.1.1). PfesnéjSi oznaceni tohoto enzymu je
proto S-(hydroxymethyl) glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284) (Kubienova et al., 2013a).
Hlavni funkci GSNOR je kromé katabolismu GSNO také kontrola hladiny S-nitrosothiolt
Vv bunikach. Prvnim rostlinnym organismem, u kterého byla popsana role GSNOR
v metabolismu RNS, byl husenicek rolni (Arabidopsis thaliana), kde bylo zjisténo, ze béhem
mechanického poskozeni rostliny dochazi k inhibici AtGSNOR (Kubienova et al., 2013a).

Experimentalné bylo také prokazano, ze GSNO a NO pusobi jako pozitivni regulatory
V obrang rostlin vii¢i patogeniim, kdy hraji roli zejména pfi hypersenzitivni reakci a aktivaci
obrannych genii. Dojde-li ke sniZzeni hladiny GSNOR a soucasn¢ ke zvyseni hladiny SNOs,

mize dojit k posileni imunity rostlin vii¢i napadeni patogenem (Feechan et al., 2005).
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Molekuly GSNO a GSNOR Ize u vyssich rostlin detekovat dvéma zpusoby, a sice
imunohistochemickym znacenim, konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii (CLSM)
(Airaki et al., 2011; Corpas et al., 2013) ¢i prostiednictvim kapalinové chromatografie

elektrosprejem pomoci hmotnostni spektrometrie (LC-ES/MS).
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Obr. 6: Strukturni vzorec S-nitrosoglutathionu. (Pfevzato z: Kubienova et al., 2013a).

3.6. Princip a vyuziti konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie je typem svételné mikroskopie, pracujici na podobném
principu jako mikroskopie fluorescenéni. Konfokalni mikroskop se nicméné odlisuje
od fluorescen¢niho tim, ze ve své konstrukci obsahuje konfokalni clonky a ma také odlisny
zdroj svétla, které osvétluje preparat. Zatimco fluorescencni mikroskopie vyuziva jako zdroj
excitaéni energie UV =zafeni, konkrétné rtutovou vybojku, v konfokalni mikroskopii je
k osvétleni preparati vyuzivan laserovy paprsek, diky kterému lze béhem pozorovani
dosahnout vysokého kontrastu. Nevyhodou vsak je, ze svétlo emitované laserem je piili§
intenzivni a pfispiva tak k rychlej$i degradaci pouzivanych fluorochromit, ¢imz dochazi
k poskozovani preparati (Hibbs, 2004).

Béhem pozorovani v konfokalnim mikroskopu je zkoumany vzorek ozatfen uzkym
svazkem laserového paprsku, zaostfenym na prvni konfokalni clonku (Obr. 7), ktera je
objektivem zobrazena do bodu uvniti vzorku. Odtud pak svétlo, odrazené vzorkem, prochézi
zpétné objektivem a vytvoii dalsi obraz této bodové clonky v zadni ohniskové roving, kde se
nachazi druha konfokalni clonka. Vzhledem k tomu, Ze je druha konfokalni clonka umisténa
jeste pred detektorem (fotonasobicem), dojde k zabranéni prichodu zareni z nezaostfenych
mist vzorku a tim i jeho detekci. Ptitomnost konfokalni clonky tak pifedstavuje oproti
klasickym optickym mikroskoplim velkou vyhodu, jelikoZz odstrafiuje pfi¢inu rozmazani

obrazl pfi pozorovanich tlustSich fezli (Kubinova, 2006).
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Obr. 7: Chod paprskt béhem pozorovani preparatu konfokalnim mikroskopem. (Ptevzato
z: Kubinov4, 2006).

Po priichodu clonkou je potom obraz zaznamenan skenovacim detektorem, ktery preda
vysledné informace o pozorovaném vzorku do pocitate. Vysledny obraz tedy nevznika
v konfokalnim mikroskopu najednou, ale fadkovanim bod po bodu. V pocitaci je pak mozné
na zékladé¢ snimanych bodli sestavit obraz celého preparatu a postupnym skladanim
zrekonstruovat 3D objekt (Kubinova, 2006).

Diky vysoké citlivosti, pfesnosti a moznosti vytvareni trojrozmérnych struktur nachazi
konfokalni mikroskopie $iroké vyuziti v mnoha biologickych oblastech. Metoda je velmi
vhodné ke studiu prostorovych bunéénych struktur, jako naptiklad cytoskeletu, ¢i pii studiu
topologie jadra bunky. Uplatiiuje se rovnéz za ucelem studia architektury neuronovych siti
v mozkove tkani. V rostlinné biologii 1ze konfokalni mikroskopii vyuzit napf. k detekci
reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS) po napadeni rostliny patogenem, coz je zaloZeno
na oznaceni piisluSnych molekul vhodnym fluorochromem, ¢imz dojde k poskytnuji

fluorescenéniho signalu a nasledné vizualizaci.

24



4. MATERIAL A METODY

4.1. Pouzité chemikalie, roztoky a jejich sloZeni

0,1% N-(1-naftyletylen)diamin (NED) (Sigma-Aldrich) v destilované vodé

0,5% Dimethylsulfoxid (DMSO) (Invitrogen™)
4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetdt (DAF-FM DA) (ThermoFisher
Scientific)

6-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat (carboxy-H.DCFDA) (ThermoFisher
Scientific)

Agar (SIGMA Life Science)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (50 mg Coomasie Blue G-250 ve 25 ml methanolu
(koncentrace 0,25 mol/l) a 50 ml 85% kyseliny fosfore¢né)

Dithiotreitol (DTT) (Duchefa Biochemie)

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich)

Fosfatovy pufr pH 7,5 (koncentrace 20 mmol/l)

Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol/l HCI

Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol/l HCI a 1% HgCl;

Hovézi sérovy albumin (BSA) frakce V (AppliChem)

Chlorid rtutnaty (Sigma-Aldrich)

Kyselina chlorovodikova (Lachema)

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid (NADH) (Sigma-Aldrich)

S-nitrosoglutathion (GSNO) (614 mg glutathionu ve 3 ml 0,5 mol/l HCI a 138 mg dusitanu
sodného promytého v 10 ml destilované H20, 10 ml acetonu a 10 ml diethyletheru)
Sulfanilamid (Sigma-Aldrich)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (MP Biomedicals)

Triton X-100 (Acros Organics)
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4.2. Pouzité pristroje

Analytické vahy APX-323 (P-LAB)

Analytické vahy (Sartorius)

Autoklav Systec VX-55 (Biotech)

Biologicky termostat BT 120 M

Centrifuga 5415R (Eppendorf)

Digitalni pH metr (InoLab pH levell)

Elektromagnetickd michacka (IKA)

Hlubokomrazici box U410-85 (New Brunswick Scientific)

Chlazeny inkubator Sanyo (Schoeller Instruments)

Invertovany mikroskop OLYMPUS [X81 s konfokalni laserovou skenovaci jednotkou
FV1000

Laminarni box (Schoeller Instruments)

Mikrodestickovy spektrofotometr, Reader Synergy HT (BioTek Instruments)
Mikroskop OLYMPUS BX60 s digitalni CCD kamerou DP73

Mikrovina trouba (Samsung)

Stereomikroskop SZ 40 OLYMPUS s digitalni CCD kamerou DP70
Svételny mikroskop OLYMPUS CHK2-F-GS

Vortex Grant-bio PCV-2400
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4.3. Biologicky materiél
4.3.1. Phytophthora infestans

K provedeni nasledujiciho experimentu byly vyuzity dva kmeny Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary, a to kmen V1 4/14 a VZ 14/14, poskytnuty Ceskou zemddélskou
univerzitou, Kamycka 961/129, 165 21, Praha 6 — Suchdol.

4.3.2. Priprava ristovych médii a kultivace Phytophthora infestans

K nésledujicimu experimentu byla pro kultivaci P. infestans vyuzita tfi média, a sice
Zitny, rajcatovy a bramborovo-mrkvovy agar. Pro piipravu Zitného agaru bylo navazeno 100 g
zitnych obilek, které byly rozvafeny v 1 | destilované vody. Extrakt byl nasledné scedén a byl
K nému piidan 2 — 3% agar, ktery se za stdlého michani nechal rozpustit. Takto piipraveny
agar pak bylo nutno autoklavovat 20 min pti 121 °C a po ¢aste¢ném vychlazeni bylo médium
mozno rozlit do Petriho misek. Hotové médium lze dlouhodobé& uchovavat v lednici pii 4 °C.

Zakladni slozkou pro piipravu rajéatového agaru je 100% rajatova $téava, dostupna
voln¢ v supermarketu. Pro ziskani této zivné pudy je potfeba 350 ml rajcatového dzusu
pufrovat nékolik minut za stalého michani 5 g CaCOs a dzus poté centrifugovat 20 min
pfi 6000 g. Vznikly supernatant ndsledné zfedime destilovanou vodou v poméru 1 : 4,
pridame asi 3% agar a pak postupujeme stejnym zpusobem, jako v piipad¢ ptipravy Zitného
média.

Ptfiprava bramborovo-mrkvového média spociva v nastrouhdni cca 200 g brambor
amrkve a nasledném povareni v destilované vodé po dobu asi 60 min. Tekutina je poté
prefiltrovana a po ¢aste€ném vychlazeni je k extraktu moZno pfidat zhruba 3% agar, stejné
jako v piipadé ptipravy dvou piedchozich médii. Po rozpusténi agaru nasleduje autoklavovani
20 min pii 121 °C, médium je pak rozlito do Petriho misek a uchovavano pii 4 °C.

Phytophthora infestans byla na uvedenych zivnych médiich péstovana po dobu 2 — 3
tydnti v inkubatoru pii teplot¢ 25 °C nebo v pokojovych podminkach. Detail mycelia

P. infestans po asi 3 tydenni kultivaci na bramborovo-mrkvovém agaru ukazuje Obr. 8.
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Obr. 8: Snimek detailu mycelia Phytophthora infestans pofizeny po cca 3 tydenni kultivaci

na bramborovo-mrkvovém médiu pod stereomikroskopem pii zvétSeni 40x.

4.3.3. lzolace zoospor u Phytophthora infestans

Uvolnéni zoospor ze sporangii je provadéno teplotnim Sokem. Petriho misky
s narostlym myceliem byly pfeneseny z inkubatoru do 4 °C na dobu asi 40 min, mycelium
bylo poté prevrstveno destilovanou vodou o teploté 37 °C a inkubovéno dalSich 20 min
pfi laboratorni teploté. Hustotu zoospor lze pak stanovit mikroskopicky pocitanim
Vv Biirkerové komtirce, kdy je pro znehybnéni zoospor za tcelem dosazeni vyssi efektivity
poc¢itani mozno k 200 pl odebrané suspenze ptidat 3 kapky 50% kyseliny octové.
Doporu¢ovana koncentrace pouzivana k inokulaci se pohybuje okolo 100 zoospor na 20 pl,
tedy 5 x 10° v 1 ml. Suspenze uvolnénych zoospor byla nakonec odsata pomoci injekéni

stiikacky a pouzita k inokulaci rostlinného materialu.

4.3.4. Rostlinny material

Pro experiment byly jako modelové rostliny vyuzity 4 genotypy rajéete (rod Solanum,
diive Lycopersicon), navzajem se liSici reakci k padli (Oidium neolycopersici) a abiotickému
stresu. Jednalo se o nachylné genotypy S. esculentum L. cv. Amateur a S. esculentum L. cv.
Micro-Tom, stiedné rezistentni genotyp S. chmielewskii (Rick, Kesickii, Forbes and Holle)
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Spooner, Anderson and Jansen (LA 2663) a rezistentni genotyp Solanum habrochaites Knapp
and Spooner f. glabratum (LA 2128) (syn. S. hirsutum L.)

Semena zminénych rostlin byla vyseta do navlh¢eného perlitu a po zhruba 14 dnech
byly semenacky s pln¢ vyvinutymi déloznimi listy pfesazeny do plastovych kvétinact, které
obsahovaly smés zahradniho substratu. Rostliny byly nadale péstovany ve skleniku pfi teploté
22/19 °C (den/noc) za pravidelného hnojeni a zalévani. Po cca 2 mésicich péstovani byly

rostliny pouzity na inokulaci.

4.3.5. Inokulace rostlin

Inokulace rostlinného materidlu zoosporami P. infestans byla provedena ve tiech
na sobé nezavislych sériich. U kazdé rostliny byl vzdy vybran cca 6. — 7. pravy lichozpeteny
list, na némz byly inokulovany 2 dobfe vyvinuté listky (viz Obr. 9). Pro inokulaci byla
vyuzita metoda infiltrace prostfednictvim injekéni stiikacky bez pouziti jehly. Do spodni
(abaxialni) strany listu bylo po lehkém naruseni kutikuly plastovou $pickou vtlaceno asi 15 pl
suspenze zoospor.

Z kazdého genotypu rajéete bylo na experiment pouzito 15 rostlin, pficemz 10 z nich bylo
inokulovéano patogenem, zbylych 5 pak slouzilo jako kontrola pro jednotlivé odbéry. Odbéry
rostlin, jak infikovanych tak kontrolnich, byly provedeny v ¢asech 24, 48, 72, 96 a 168 hodin
po inokulaci (hpi). Vzorky odebranych listt byly nasledné uschovany do alobalu

a uchovavany ve tmé pii -80 °C azZ do dalsi analyzy.

Obr. 9: Vyznacena mista inokulace u lichozpeteného listu genotypu S. habrochaites.
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4.4. Méreni aktivity GSNOR v inokulovanych listech

Pro stanoveni enzymove aktivity bylo potieba 1 g rostlinného materialu homogenizovat
v tekutém dusiku ve tfeci misce a k homogenizované rostlinné hmoté nasledné ptidat 2 ml
extrakéniho pufru (20 mmol/l Tris-HCI, pH 7,5; 1 mmol/l PMSF; 0,2% (v/v) Triton X-100).
Homogenat byl poté ponechan na misce s ledem po dobu 20 min a nasledné centrifugovan 30
min pii 16000 g a teploté 4 °C. Ziskany supernatant byl pak pouzit pro dalsi analyzu.

Aktivita GSNOR byla stanovovana spektrofotometricky pii vlnové délce 340 nm
ateplot¢ 30 °C. Do jednotlivych jamek 96 jamkové mikrodesticky bylo napipetovano
spole¢né s 40 pl vzorku 200 pl Tris-HCI pufru (20 mmol/I; pH 8) a 30 pl Cerstvé piipraveného
roztoku NADH (koncentrace 2 mmol/l). Reakce byla odstartovana ptidanim 30 pl Cerstvé
ptipraveného roztoku GSNO (koncentrace 4 mmol/l), s vyjimkou blanku, kde byla namisto
GSNO pridana deionizovana voda.

Po zméfeni kinetiky GSNOR byla na spektrofotometru stanovena délka optické drahy
pti vlnovych délkadch 900 a 977 nm. Hodnoty absorbanci ziskané méfenim byly vyobrazeny
Vv softwaru KC4, ktery je soucasti readeru. Vyhodnoceni a nasledné zpracovani vysledkii bylo

provedeno pomoci programu Microsoft Office Excel 2007, s pouzitim nasledujicich vzorct:

A) Vypocet aktivity GSNOR (kat = mol/s):

_ AAxV
T oextxl

Tab. 3: Legenda pro vypocet aktivity GSNOR (kat = mol/s).

a Aktivita GSNOR (kat = mol/s)

A A | Zména absorbance

\Y Celkovy objem pipetovany do jamky (300 ul = 0,0003 I)

€ Molérni extinkéni koeficient pro NADH = 6220

t Cas v sekundach (300 s po 5 minutach)

I Délka optickeé drahy

B) Vypocet aktivity GSNOR (nmol/min):
a =a (mol/s) * 60000000000
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C) Vypocet specifické aktivity GSNOR (nmol/min) na mg proteinu:

1
Specificka aktivita =

2
— % 3
v, Cp) a

Tab. 4: Legenda pro vypocet specifické aktivity GSNOR (nmol/min) na mg proteinu.

a Aktivita GSNOR (nmol/min)

Cp Vypocitana hodnota koncentrace proteinti ve vzorku (mg/ml)
V2 Objem vzorku pipetovany do kazdé jamky (15 pl)

V1 Objem vyizolovaného vzorku (extraktu) (1000 pul)

D) Vypocet aktivity GSNOR (nmol/min) na 1 ml:
@)
— | =] *
ay V. a

Tab. 5: Legenda pro vypocet aktivity GSNOR (nmol/min) na 1 ml.

a Aktivita GSNOR (nmol/min)

a1 Aktivita GSNOR (nmol/min) na 1 ml

V2 Objem vzorku pipetovany do kazdé jamky (15 pl)
V1 Objem vyizolovaného vzorku (extraktu) (1000 ul)

E) Vypocet aktivity GSNOR (nmol/min) na 1 g FW (“fresh weight” = Cerstvé vahy):
a=a*3

Tab. 6: Legenda pro vypocet aktivity GSNOR (nmol/min) na 1 g FW.

a1 Aktivita GSNOR (nmol/min) na 1 ml
az Aktivita GSNOR (nmol/min) na 1 g FW
3 Homogenizace rostlinného materialu v poméru 1 : 2;tj. 1 +2=3

F) Vypocet délky optické drahy:

A977 - A9OO

Délka optické drahy = 018
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Tab. 7: Legenda pro vypocet délky optické drahy.

Ag77 Absorbance pti 977 nm

Agoo Absorbance pii 900 nm

0,18 Koeficient pro ptepocet hodnot naméfenych na spektrofotometru

4.5. Stanoveni obsahu S-nitrosothiold v rostlinném materialu

Obsah S-nitrosothioli (SNOs) byl stanoven Savillovou metodou. Tato kolorimetricka
metoda spociva v diazotatni reakci dusitani vzniklych rozkladem S-nitrosothioll
za ptitomnosti Hg?* soli a modifikovaného Griessova ¢inidla. Vysledna diazoniova stl pak
reaguje s N-(1-naftyletylen)diaminem (NED) za vzniku azobarviva, které je mozno detekovat
spektrofotometricky pti vinové délce 540 nm (Saville, 1958).

Koncentrace S-nitrosothioli v kontrolnich a inokulovanych pletivech byla stanovena
v 96 jamkovych mikrotitraénich destickach, kdy bylo do jednotlivych jamek naneseno 195 pl
¢inidla Griess B. Pouze v piipadé slepého vzorku bylo namisto Griess B pouzito ¢inidlo
Griess A. Do jamek bylo nasledné piidano 5 ul rostlinného extraktu, v ptipadé slepého vzorku
bylo do jamky napipetovano 5 pl deionizované vody. Vzorky v mikrotitracni desti¢ce byly
5 minut inkubovany a poté k nim bylo ptidano 100 pl ¢inidla NED. Po dalsich 5 minutach
byla na spektrofotometru méfena absorbance jednotlivych vzorka pii 540 nm.

Koncentrace SNOs byla odeétena z rovnice linearni regrese, sestavené na zakladé
méfeni kalibracnich standard@ GSNO. Pro stanoveni koncentrace byla vyuzita rovnice
linearni regrese, sestavena z méfeni kalibra¢nich standardd roztokit GSNO v 0,5 mol/l HCI
o koncentracich 0,5; 1; 1,25; 2,5; 5; 10; 50; 100; 200 a 250 pmol/I.

4.6. Stanoveni koncentrace proteint v rostlinném materialu

Koncentrace proteini v extraktech inokulovanych listi rostlin byla stanovena metodou
Bradfordove, kterd vychazi z ptedpokladu, ze se barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250
vaze na molekuly proteinii v alkalickém prostiedi, a to bud’ navézanim trifenylmethanové
skupiny na nepolarni ¢ast proteinu, nebo vazbou anionsulfoskupiny na bazické skupiny
ve vedlejSich fetézcich aminokyselin. Interakce barviva s proteiny ma za nésledek barevnou
zménu, pfimo imérnou mnozstvi proteinu. Zminéné barvivo totiZ existuje ve dvou barevnych

formach, cervené a modré, pficemz Cervend forma je béhem navazani barviva na protein
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pfevedena na modrou. Intenzita zbarveni je pak stanovena spektrofotometricky pfi 595 nm
(Bradford, 1976).

Méieni bylo provedeno na 96 jamkovych mikrotitratnich destickach, pficemz bylo
do jednotlivych jamek postupné napipetovano 45 ul destilované vody, 5 ul vzorku
(rostlinného extraktu) a 200 pl cinidla Bradfordové (zasobni roztok Coomassie Blue
s destilovanou vodou v poméru 1 : 4). Desticka byla néasledn¢ mirné protfepana a po cca
5 minutach byla u vzorkl ve spektrofotometru stanovena absorbance pii vinové délce 595 nm.
Pro stanoveni koncentrace proteini byla vyuzita rovnice linearni regrese, sestavena
na zakladé méfeni kalibra¢nich standardd BSA o koncentracich 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2
a 1,4 mg/ml. Ziskané hodnoty absorbanci byly vyobrazeny v softwaru KC4 a vysledky byly

nasledné ptepocteny a vyhodnoceny pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.

4.7. Lokalizace RONS v Kli¢icich sporangiich Phytophthora infestans

ROS a NO v kli¢icich sporach patogenu byly detekovany histochemickym barvenim
a vizualizovany konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. Z Petriho misky s narostlym
myceliem P. infestans kmenu VZ 14/14 byla sporangia pfenesena na podlozni sklo
s pfipravenou tenkou vrstvou vodniho agaru a inkubovana pii pokojové teploté ve vlhké
komtrce.

Alternativné byla na podlozni sklo s agarem nanesena vrstva epidermis z Cerstvé
utrzeného listu Solanum spp., nebo byl do vodniho agaru ptidan 10% extrakt listd (0,5 g
rostlinného materialu bylo homogenizovano ve tieci misce s 3 ml fosfatového pufru). Po 60,
90, 120 a 180 minutéach byla skla mikroskopovana.

Za ucelem vizualizace reaktivnich forem kysliku byl na podlozni sklo se sporami
aplikovan roztok 6-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetatu (c-H2DCF DA,
koncentrace 100 umol/l) v 0,5% DMSO, smichany se 100 ul fosfatového pufru (pH 7.5;
koncentrace 20 mmol/l). Sklo pak bylo inkubovano ve tm¢& po dobu 10 min pii pokojové
teploté. Preparat byl nasledné prikryt krycim sklickem a ihned pozorovan pod konfokalnim
mikroskopem pfi excita¢ni vinové délce 488 nm a emisni vinové délce 505 - 550 nm.

Detekce oxidu dusnatého byla provedena za vyuziti fluorescenéni sondy 4-amino-5-
methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetatu (DAF-FM DA; koncentrace 40 upmol/l).
Preparat byl inkubovan ve tmé pii pokojové teploté 30 min a po uplynuti dané doby opét
vizualizovan pomoci konfokéalniho laserového skenovaciho mikroskopu pii excita¢ni vinové

délce 488 nm a emisni vinové délce 505 - 550 nm.
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5. VYSLEDKY

5.1. Vizualni hodnoceni symptomi u inokulovanych pletiv

Listy vSech genotypt rajcat byly inokulovany zoosporami hemibiotrofniho patogenu
Phytophthora infestans, kmene V1 4/14. Symptomy byly vyhodnocovany béhem 168 hodin
po inokulaci (Obr. 10); v misté inokulace se objevovaly nekrozy, které se ojedinéle Sitily
do okolnich pletiv. Inokulované listy S. chmielewskii nejevily ptiznaky napadeni v Zadném
z ¢asovych intervali. U S. habrochaites byly nekrotické skvrny pozorovany 96 hpi a velikost
1ézi dale nevzristala. Nejrozsahlejsi nekrézy byly zaznamenany uobou genotypi
S. esculentum. V ptipad¢ S. esculentum L. cv. Amateur doslo k expresi piiznaki 96 hpi;
Vv ¢asovém intervalu 168 hpi pak bylo mozno pozorovat dalsi rozsifeni 1ézi. Nejrychlejsi byl

vznik ptiznakd u S. esculentum L. cv. Micro-Tom (72 hpi), ale nekrozy se dale nezvétSovaly.

S. esculentum S. esculentum T .
L. cv. Amateur T..ov. Micto<Tom S. chmielewskii . S. habrochaites
| /
g

72hpi

o r V

s o %
h

Kontrola w '

Obr. 10: Ptiznaky infekce P. infestans u studovanych genotypt raj¢at v pribéhu 168 hpi.
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5.2. Aktivita GSNOR v inokulovanych listech rajcete

Pro stanoveni aktivity GSNOR v inokulovanych listech jednotlivych genotypi rajcat
byl pouzit rostlinny material z druhé a tieti provedené série inokulace. Vysledné hodnoty byly
po nameéifeni zprumérovany a zaznamenany do grafu. Zmeény aktivity GSNOR u Ctyf
testovanych genotypt rajcat v pribéhu 168 hodin po inokulaci zndzoriiuje Graf 1. Aktivita
GSNOR v jednotlivych ¢asovych intervalech je vztazena na 1 g FW (“fresh weigth” = Cerstvé
vahy).

U S. esculentum L. cv. Amateur doslo vlivem mechanického poskozeni listu k nartistu
aktivity GSNOR, kdy jiZ po 24 hodindch od inokulace 1ze pozorovat navySeni aktivity
enzymu na cca 230 nmol/min.g FW. B&hem nésledujicich 24 hodin nésledoval rapidni vzriist,
hodnoty aktivity GSNOR dosahovaly 48 hpi témé&f 350 nmol/min.g FW. Nejvyssi aktivita
enzymu byla zaznamenéna 96 hpi, tedy v dob¢, kdy se na inokulovanych listech zacaly
projevovat prvni vyraznéj$i symptomy infekce. Naméfend hodnota Cinila v tomto piipadé
necelych 450 nmol/min.g FW. V intervalu 168 hpi, kdy bylo na listu vizualizovano rozsifeni
vzniklé nekrézy, nicméné doslo k poklesu aktivity GSNOR témét na polovinu piedeslé
hodnoty.

Z grafu je rovnéZz patrné, Ze bazalni hladina GSNOR je u studovaného genotypu
S. esculentum L. cv. Micro-Tom podstatné niz$i, nez u S. esculentum L. cv. Amateur.
Hodnoty se zde pohybovaly cca mezi 50 — 70 nmol/min.g FW, pficemz k nejrapidnéjSimu
zvyseni aktivity GSNOR doslo 96 hpi. Aktivita enzymu dosahla v tomto ¢asovém intervalu
okolo 180 nmol/min.g FW.

Rozporuplné vysledky byly ziskany v pifipadé méfeni aktivity enzymu
u S. chmielewskii, ktery z vizualniho hlediska nejevil zadné pfiznaky napadeni. Do 72 hpi byl
zde zaznamenan linearni narist aktivity GSNOR, kdy hodnota vystoupala z pocatecnich 100
nmol/min.g FW postupné az k cca 270 nmol/min.g FW. Poté doSlo opét k jejimu sniZeni, a to
aZ na niz8i nez ptivodni hodnotu.

S. habrochaites, u n¢hoz byl vznik nekréz vizualizovan 96 hpi, vykazoval nejvyssi
aktivitu enzymu v intervalech 72 a 96 hpi, kdy se hodnota pohybovala okolo 100 nmol/min.g
FW. Celkova hladina GSNOR vsak byla v tomto ptfipad¢€ nizka.
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Aktivita GSNOR v extraktech Solanum spp.
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Graf 1: Specificka aktivita GSNOR u studovanych genotypt Solanum spp. béhem 168 hodin

od inokulace P. infestans. Chybové usecky znazoriuji smérodatnou odchylku.

5.3. Hladina S-nitroesothiola v inokulovanych listech rajéete

K méfeni hladiny S-nitrosothiold (SNOs) v inokulovanych listech jednotlivych
genotypu rajcat byla pouzita stejna sada vzorki, jako v pfipadé stanoveni aktivity GSNOR.
MnozZstvi SNOs v umol/l u testovanych genotypl je zaznamendno v Grafu 2. Stanoveni
obsahu SNOs v infikovanych rostlinach vychazi z pfedpokladu, ze enzym GSNOR neptimo
inhibuje hladinu SNOs. V piipadé naméfeni zvyseni aktivity GSNOR V rostlinach by mélo
dojit ke sniZeni hladiny SNOs a naopak.

U genotypt S. esculentum L. cv. Amateur a S. esculentum L. cv Micro-Tom byla
zaznamenana pomérné nNizka hladina SNOs, ktera v prabéhu infekce vyrazné nekolisala.

Naopak v piipadé S. chmielewskii byl jiz 24 hodin po inokulaci patogenem detekovan
pomérné vysoky obsah SNOs, dosahujici asi 9 pmol/l, ktery se postupné snizoval az
do ¢asového Useku 72 hpi, kdy spadl cca na 3 umol/l. V ¢ase 96 a 168 hpi pak opét doslo
ke zvyseni na hodnotu mirn¢ nad 6 umol/I.

Nejvyssi vzrast hladiny SNOs nastal u rezistentniho genotypu S. habrochaites, kdy

mnozstvi S-nitrosothiolt ¢inilo 24 hpi okolo 13 umol/l. Obsah SNOs v inokulovanych listech
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se pak postupné snizoval, az v ¢asovém intervalu 168 hodin po inokulaci klesl na hodnotu

kolem 3 umol/l.

Obsah SNOs v extraktech Solanum spp.
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Graf 2: Obsah S-nitrosothiolti u studovanych genotypt Solanum spp. béhem 168 hodin

od inokulace P. infestans. Chybové usecky znazoriuji smérodatnou odchylku.
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5.4. Detekce RONS v Kkli¢icich sporangiich P. infestans

Detekce reaktivnich forem kysliku a dusiku byla provedena béhem 3h kli¢eni sporangii
P. infestans. U jednotlivych preparati byla stanovena kli¢ivost, ktera ¢inila v praméru zhruba
3—4 %, tj. 3 — 4 Kklic¢ici sporangia ze 100 sporangii.

Preparaty byly pfipraveny tfemi odliSnymi zptsoby. V prvnim ptipadé¢, kdy bylo kli¢eni
sporangii provedeno navodnim agarosovém meédiu, nebyl detekovan zadny fluorescencni
signal, a to jak béhem lokalizace ROS (Obr. 11), tak ani béhem detekce NO.

Obr. 11: Detekce reaktivnich forem kysliku ve sporangiich Phytophthora infestans po 120
minutach kli¢eni na vodnim agaru (zvétseni 400x).

A: Fluorescen¢ni kanal - signal barviva c-H,DCF DA nebyl zaznamenan.

B: Kombinace viditelného a fluorescencniho kandlu. Sporangia, kterd jeSt¢ neuvolnila

zoospory (vlevo) a sporangium kli¢ici v infekéni hyfu (vpravo).

Druhou metodou bylo kli¢eni sporangii na epidermis listu na vodnim agaru. | zde se
ukazalo, ze P. infestans nevykazuje zadnou produkci RONS, a to ani po interakci hostitelské
rostlina — patogen. U rostlinného materialu byl nicméné po 120 minutové inkubaci zachycen
slabsi signal, detekujici pfitomnost ROS, vcetné peroxidu vodiku (viz Obr. 12), a to
pravdépodobné v disledku mechanického poskozeni pii odtrzeni pokozky od dalSich vrstev

pletiv.
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Obr. 12: Detekce ROS u P. infestans po 120 min kliceni na epidermis rajéete (zvétseni 400x).
A: Fluorescen¢ni kanal — slaby signal barviva c-H.DCF DA byl zaznamenan v rostlinném

pletivu. Cervena $ipka ukazuje na sporangium, kde nedoslo k detekci fluorescenéniho signalu.

B: Kombinace viditelného a fluorescen¢niho kanalu.

Pouziti agaru s extraktem z listd rajéete bylo pro kli¢eni P. infestans nejvhodné;si. Bylo

také zjisténo, ze k produkci RONS dochazi u sporangii béhem jejich odumirani (Obr. 13).

Obr. 13: Detekce ROS ve sporangiich P. infestans po 120 minutach kli¢eni na médiu
obsahujicim homogenat z listd Solanum spp. (zvétseni 400x).
A: Fluorescenéni kanal - signal barviva c-H>.DCF DA v odumirajicim zoosporangiu.

B: Kombinace viditelného a fluorescenéniho kanalu.
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Metoda kliceni P. infestans na agaru obsahujici extrakt lista rajéete se ukazala jako
vhodna i v piipad¢ produkce a nésledné detekce NO. Fluorescenéni signal byl zde

zaznamenan jak v odumirajicich zoosporach, tak i v kli¢nim vlaknu (Obr. 14).

Obr. 14: Lokalizace NO ve sporangiich patogenu s pouzitim fluorescen¢ni sondy DAF-FM
DA (zvétseni 400x).

A: Fluorescen¢ni kanal - signal barviva DAF-FM DA u dvou odumirajicich zoosporangii
(dole), ale i v kli¢nim vldknu (zndzornéno Cervenou Sipkou).

B: Kombinace viditelného a fluorescenc¢niho kanalu.
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6. DISKUZE

Genotypy rajcat (S. esculentum L. cv Amateur, S. chmielewskii a S. habrochaites), které
byly v této bakalaiské praci studovany v interakci s hemibiotrofnim patogenem Phytophthora
infestans, byly jiz diive studovany v patosystému Solanum spp. — Phytophthora parasitica.
K prvnim ptiznakim infekce P. infestans doslo v ¢asovych intervalech 72 ¢i 96 hpi, zatimco
exprese ptiznakil po napadeni P. parasitica byly u jednotlivych genotypli zaznamenany jiz 24,
ptipadné 48 hpi.

U lista S. esculentum L. cv. Amateur inokulovanych P. infestans doslo mezi ¢asovymi
intervaly 96 a 168 hpi k rozsifeni vzniklych 1ézi, kdezto po inokulaci P. parasitica nenastalo
od pocateéni exprese ptiznaku k dalsi rozsifovani. Genotyp S. chmielewskii, ktery nejevil
po inokulaci P. infestans zadné vyrazné symptomy, prokazal béhem napadeni P. parasitica
oproti ostatnim genotypim rajcat nejvétsi rozsahy nekroz, které se pozdéji rozsitovaly také
do okolnich pletiv (Slobodianova, 2014). U S. habrochaites byla v souvislosti s patogenezi
P. parasitica zaznamenana nejrychlejsi reakce v podobé nekrozy, jiz 24 hpi, ktera se dale
neroz§ifovala. Po inokulaci P. infestans doslo k symptomiim az 96 hpi a velikost vzniklych
1ézi jiz nevzrustala, stejné jako v prvnim piFipadé.

Solanum esculentum L. cv. Micro-Tom nebyl vinterakci sP. parasitica dosud
studovan. Takahashi et al. (2005) studovali reakce tohoto genotypu rajéete na napadeni fadou
houbovych patogenu. Zjistili, ze S. esculentum L. cv Micro-Tom je nachylny Kk vétSing
testovanych patogend, véetné P. infestans a Oidium sp. V ptipadé provedeni inokulace
P. infestans rozprasenim suspenze zoospor na cely povrch rostliny doslo po cca 96 hodinach
od inokulace ke vzniku vodnatych skvrn na listech, stoncich a fapicich s tim, Zze se skvrny
rychle rozsifily, nekrotizovaly a zpUsobily uplné uhynuti listd. Metoda inokulace
prostfednictvim vpraveni suspenze zoospor do spodni strany listd zptsobila pomalejSi narist
symptomii v podobé mensich nekrotickych skvrn, které se jiz dale nerozSifovaly. Tato
skute¢nost odpovida i vysledkiim ziskanym v me préci.

Vsechny ¢tyfi genotypy rajcat studované v této bakalarské praci jiz byly na Katedie
botaniky UP testovany v souvislosti s biotrofnim patogenem Oidium neolycopersici (padlim
rajéatovym), pficemz jednotlivé genotypy vykazovaly rizny stupein nachylnosti k infekci
padli. S. esculentum L. cv. Amateur a S. esculentum L. cv. Micro-Tom se z hlediska
vizualnich symptomil projevily jako nachylné k infekci, stejné jako tomu bylo v ptipadé
inokulace téchto genotypu hemibiotrofem P. infestans. U S. chmielewskii byla prokazéana

stfedni rezistence vac¢i O. neolycopersici, zatimco po inokulaci P. infestans nedoslo
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u zminéného genotypu k zadnym vétsim viditelnym symptomim. S. habrochaites vykazoval
jak po infekci padlim, tak po infekci P. infestans pouze mirné vizualni pfiznaky.

Aktivita enzymu S-nitrosoglutathion reduktasy (GSNOR) v rostlinach a jeho role
v reakci na bioticky i abioticky stres byla intenzivné studovana v mnoha publikacich. Rada
studii potvrzuje, ze GSNOR hraje dtlezitou Ulohu v regulaci GSNO v buikach a zaroven
nepiimo reguluje hladinu S-nitrosothiolt, ¢imz ovliviiuje celkovy metabolismus RNS (Liu
et al., 2001). Vysledky ziskané v experimentalni ¢asti této bakalaiské prace se v jednotlivych
sériich inokulace rostlin ponékud lisily, u jednotlivych genotypt ale vykazovaly obdobné
trendy. Odchylky v ziskanych vysledcich mohly byt zpisobeny jak rozdilnymi podminkami
béhem péstovani rostlin i provadéni inokulace, tak napiiklad vysokou citlivosti metody
méteni aktivity GSNOR na piisobeni vnéjsich podminek.

Aktivitu GSNOR u S. esculentum L. cv. Amateur, genotypu nachylného vici infekci
O. neolycopersici, po vystaveni rostliny biotickému stresu studovali Kubienova et al. (2013a).
V tomto pripadé¢ byla v listech naméfena nizka aktivita, kterd dosahla jen cca 10 nmol/min.g
FW. V mé bakalarské praci byly u zminéného genotypu naméfeny mnohem vyssi hodnoty,
které se jiz 24 hodin po inokulaci P. infestans pohybovaly okolo 230 nmol/min.g FW. Viibec
nejveétsiho nartstu doséhla aktivita GSNOR 96 hpi, tedy v dob& pozorovani prvnich
vyraznych symptomu na inokulovanych listech. Hladina S-nitrosothiolti se zde pohybovala
v nizkych hodnotach; v zadném z ¢asovych intervald nepfesahla hodnotu 4 pmol/l, coz
odpovida rapidnimu nartstu aktivity GSNOR v rostlinném pletivu.

Zajimavym poznatkem je, Zze u S. esculentum L. cv. Micro-Tom byla po infekci
P. infestans zaznamenana mnohem niZsi bazalni hladina GSNOR neZ v pfipad¢ S. esculentum
L. cv. Amateur i pfesto, Ze se jedna rovnéz o genotyp nachylny k padli (O. neolycopersici),
a ze tento genotyp vykazoval po inokulaci P. infestans obdobné symptomy. Hladina GSNOR
se u S. esculentum L. cv. Micro-Tom pohybovala mezi 50 — 70 nmol/min.g FW. K nartstu
aktivity GSNOR ale doslo u obou genotypt shodné, tedy 96 hodin po inokulaci, kdy aktivita
enzymu ¢inila u S. esculentum L. cv. Micro-Tom cca 180 nmol/min.g FW. Rovnéz obsah
SNOs byl u tohoto genotypu ve vSech ¢asovych intervalech nizky, pohyboval se mezi 2 — 4
umol/l. Tato skutec¢nost i v tomto ptipade Koreluje s nartistem aktivity GSNOR.

U S. chmielewskii byl zjistén kontinualni nartst aktivity GSNOR od 24 do 72 hpi,
ackoli zminény genotyp nevykazoval ptiznaky napadeni. V Casovych intervalech 96 a 168 hpi
pak doslo ke snizeni aktivity enzymu. V souvislosti s touto skutecnosti bylo u S. chmielewskii
zaznamenano snizeni hladiny SNOs postupné az do 72 hpi, a to z pocatecni hodnoty

10 umol/l postupné az na hodnotu zhruba 4 pmol/l. V ¢asovych intervalech 96 a 168 hpi pak
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doslo k nartstu obsahu SNOs na hodnotu zhruba 7 umol/l. V bakalaiské praci K. Markové
(2015) bylo naopak dokazano, ze po napadeni S. chmielewskii zpisobuje P. infestans
na listech typické priznaky v podobé postupné se rozrustajicich nekrotickych lézi. Odchylky
ve vysledcich mohly byt zptisobeny Sirokou Skalou faktori, jako napiiklad kolisanim teplot
béhem péstovani rostlin ve skleniku ¢i mnozstvim zoospor pouzitych na inokulaci.

U S. habrochaites byla detekovana relativné nizka aktivita GSNOR po celou dobu
infekce, hodnoty v Casovych intervalech 24 a 48 hodin po inokulaci nepiesahly
80 nmol/min.g FW. K narastu aktivity zde doslo 72 a 96 hpi, kdy se hodnota pohybovala
okolo 100 nmol/min.g FW a kdy byly zaroven zaznamenany viditelné symptomy na listech.
Aktivita enzymu koreluje i vtomto piipadé¢ sobsahem S-nitrosothioli v inokulovanych
listech, jelikoZ obsah SNOs zde ¢inil 24 hpi az 13 pmol/l a kontinualné se sniZzoval, az dosahl
168 hpi cca 3 pmol/l. Podobnych vysledkd bylo dosazeno i béhem studie aktivity GSNOR
po inokulaci P. parasitica, kdy u S. habrochaites nebyl detekovan vyrazny rozdil mezi
aktivitou GSNOR u kontrolnich a inokulovanych listd (Slobodianova, 2014). Oproti tomu
bylo v praci Kubienova et al. (2014) prokazano, ze po napadeni biotrofnim patogenem
O. neolycopersici dochazi u tohoto genotypu ke zvyseni produkce GSNOR jiz 24 hpi s tim, ze
od 72 hpi aktivita enzymu postupné klesala.

Vzhledem k tomu, ze jednotlivé studie piinaseji razné vysledky, je zobecnéni ulohy
GSNOR a SNOs v biotickém stresu rostlin dosud obtizné a vyzaduje dalsi vyzkumy, a to
nejen v piipadé mnou studovaného patosystému Solanum spp. — Phytophthora infestans.

Uloha reaktivnich forem kysliku a dusiku ve vyvoji a patogenezi fytopatogenti neni
objasnéna tak dukladné, jako je tomu u rostlin. Pfedpoklada se vSak, ze stejné jako v piipadé
rostlin jsou do mechanismu syntézy ROS a NO u patogenti zapojeny jak oxidacni, tak
redukéni metabolické drahy (Sedlarova et al., 2016). Produkce ROS a oxidu dusnatého byla
dosud prokéazana napt. béhem vyvoje peronospor (Bremia lactucae ¢i Plasmophara halstedii)
a padli (O. neolycopersici ¢i Blumeria graminis), a to zejména v kli¢nich vlaknech,
apresoriich a haustoriich (Sedlafrova et al., 2011, Prats et al., 2008). Funkci RONS
v houbovych patogenech studovali také Arasimowicz-Jelonek et Floryszak-Wieczorek
(2014), kteti dosli k zavéru, Ze se tyto molekuly podileji na pteziti patogenu po kontaktu
s hostitelskou burikou a ze mnozstvi téchto molekul mize rovnéz ovliviiovat miru patogenity.

Lokalizace ROS a NO byla v této préaci studovana u sporangii hemibiotrofniho patogenu
Phytophthora infestans, kli¢icich na vodnim agaru s vyuzitim histochemického znaceni
a detekce signalu konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. Vysledky ukazaly, ze

ve sporangiich P. infestans nedochazi k vyrazné tvorbé ROS ani NO. Slabsi signal byl
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detekovan v odumirajicich sporach, vyskyt NO byl zaznamenan pii kli¢eni na agaru
s ptidavkem extraktu pletiv rajete i v klicnim vldknu. Tyto poznatky slab¢é koreluji
s vysledky studie Piterkove et al. (2009), kdy se autofi zabyvali u¢inky ROS a NO u padli
v patosystému O. neolycopersici — Solanum spp. Reaktivni formy kysliku a oxidu dusnaty zde
byly detekovany ve S$pickach kli¢nich hyf a v haustoriich, tedy ve stejnych mistech jako
u patogent P. halstedii ¢i B. graminis. Signal NO vsak nebyl zaznamenan v piipadé¢ kliceni
spor padli na agaru bez vyuziti interakce s hostitelskou rostlinou, stejné jako tomu bylo
u P. infestans v této praci. Pfesnéjsi stanoveni Glohy ROS a NO v ontogenezi a patogenezi

Phytophthora infestans ale ztstava vyzvou pro budouci experimentalni studium.
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7. ZAVER

V bakalafské praci byla provedena inokulace ¢tyt genotypd Solanum spp. Sporangii
hemibiotrofa Phytophthora infestans, zhodnoceny symptomy a nasledné méfena specificka
aktivita enzymu S-nitrosoglutathion reduktasy (GSNOR) a obsah S-nitrosothioltt (SNOS)
v inokulovanych pletivech béhem 168 hpi. V kli¢icich sporangiich P. infestans byla
lokalizovéna pritomnost reaktivnich forem kysliku (ROS) a oxidu dusnatého (NO).

Ziskané vysledky ukazuji, ze symptomy zpusobené infekci P. infestans se
U jednotlivych genotypu lisily, ackoli témér ve vSech piipadech nastupovaly v pozdéjSich
¢asovych intervalech, nejcastéji 96 hodin po inokulaci.

Infekce P. infestans zpuisobila u inokulovanych lista rovnéz zvySeni aktivity GSNOR,
pfiCemz se dynamika zmén liSila v zavislosti na testovaném genotypu rostliny. K vibec
nejvyssimu narastu GSNOR doslo u S. esculentum L. cv. Amateur. U S. esculentum L. cv.
Micro-Tom a S. habrochaites se bazalni hladina enzymu pohybovala v niz$ich hodnotach.
Pomémé vysoka a zaroven kolisava aktivita GSNOR byla naméfena u S. chmielewskii
| pfesto, Ze tento genotyp nevykazoval zadné viditelné ptiznaky napadeni. Namétené hodnoty
GSNOR tak naznacuji, ze aktivita enzymu muZze byt ovlivnéna vngjSimi podminkami.
Zaroven bylo potvrzeno, Zze tento enzym snizuje obsah S-nitrosothioltt v inokulovanych
pletivech, ktery se v zavislosti na narastu GSNOR ve vétsiné piipadd snizoval.

V této praci bylo také prokazano, ze v kli¢icich sporangiich Phytophthora infestans
nedochazi béhem interakce patogen — hostitelska rostlina k tak vyrazné tvorbé ROS a NO,

jako u nekterych biotrofnich fytopatogent.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3D Trojrozmémy

ADH3 Alkoholdehydrogenasa tiidy 111

AtGSNOR Rekombinantni S-nitrosoglutathion reduktasa z Arabidopsis thaliana

AVR Avirulentni proteiny

BSA Hovézi sérovy albumin

CaCOs Uhli¢itan vapenaty

carboxy-H,DCFDA 6-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat

CAT Katalasa

cGMP Cyklicky guanosin monofosfat

CLSM Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

CRN Crinkling and necrosis proteins

DAF-FM DA 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

GSH Redukovany glutathion

GSNO S-nitrosoglutathion

GSNOR S-nitrosoglutathion reduktasa

H-0; Peroxid vodiku

HNO; Kyselina dusita

Hpi Hodin po inokulaci

HR Hypersenzitivni reakce

JA Kyselina jasmonova

LC-ES/MS Kapalinovéa chromatografie elektrosprejem pomoci hmotnostni
spektrometrie

N20 Oxid dusny

N2O3 Oxid dUSity

NADH Redukovany nikotinamidadenindinukleotid

NADPH Redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat

NED N-(1-naftyletylen)diamin

NiNOR Nitrit:NO reduktasa

NO; Oxid dusicity

NO2 Dusitanovy anion

NO Oxid dusnaty

NOS NO syntasa

NR Nitrat reduktasa

02 Molekuléarni kyslik

02~ Superoxidovy radikal

OH: Hydroxylovy radikal

ONOO Peroxydusitan

pl Izoelektricky bod

PR Pathogenesis-related proteins

R Geny rezistence

RNS Reaktivni formy dusiku

RONS Reaktivni formy kysliku a dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

RXLR Proteiny s pfislusnym aminokyselinovym motivem (Arg-Xaa-Leu- Arg)

SA Kyselina salicylova

SAR Systémové ziskana rezistence

SNOs S-nitrosothioly

SOD Superoxiddismutasa

usSD Americky dolar

uv Ultrafialové zateni
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