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1. Stresové faktory 
 

Rostliny jsou během svého života vystaveny měnícím se podmínkám vnějšího prostředí. 

Tyto změny mohou zpomalovat životní funkce rostlin a při překročení určité hranice 

(tzv. hranice tolerance) dochází k poškození jednotlivých orgánů nebo dokonce k uhynutí 

(Procházka et al., 1998). Trvalé působení nevhodných podmínek vnějšího prostředí na rostliny 

vede ke stresu (Bohnert & Sheveleva, 1998). Jako stres je obvykle označován stav, kdy se 

rostlina nachází pod vlivem stresorů (stresových faktorů), které mohou být povahy abiotické 

nebo biotické. V rostlinách je biotický stres způsoben biotickými faktory, mezi které řadíme 

herbivorní živočichy, patogenní mikroorganismy, parasitismus a alelopatii. Abiotický stres je 

způsoben převážně extrémními klimatickými podmínkami (vysoké a nízké teploty, sucho) a 

nevhodným složením půdy (zasolení, nedostatek živin) (Mittler, 2006). Rostliny, které jsou 

v průběhu svého života vystaveny působení různých biotických i abiotických stresů, vyvinuly 

účinné obranné mechanismy potřebné pro přežití v jejich přirozeném prostředí. Na přenosu 

informace o působení stresového faktoru a následném spuštění obranných reakcí se podílí řada 

signálních molekul. Významnou roli hrají reaktivní formy kyslíku (ROS) - zejména peroxid 

vodíku a reaktivní formy dusíku (RNS) - v poslední době intenzivně studovaný oxid dusnatý.  

 

2. Reaktivní formy kyslíku 
 

Od doby, kdy byl molekulární kyslík uvolněn do zemské atmosféry činností kyslík-

uvolňujících fotosyntetických organismů, tedy přibližně před 2,7 biliony lety, se reaktivní formy 

kyslíku staly nežádoucím produktem aerobního života (Halliwell, 2006; Halliwell & Guteridge, 

1999). Druhy reaktivních forem kyslíku, které byly studovány u rostlin zahrnují peroxid vodíku 

(H2O2), superoxidový anion (O2
-), hydroxylový radikál (OH·) a singletový kyslík (1O2) (Dat 

et al., 2000; Halliwell, 2006). Ve srovnání s molekulárním kyslíkem jsou tyto částečně 

redukované nebo aktivované deriváty kyslíku velmi reaktivní a toxické a mohou způsobit 

oxidační poškození buněk (Asada, 2006; Asada & Takahashi, 1987). Z toho vyplývá, že 

úspěšná evoluce rostlin, stejně jako aerobních organismů, na Zemi byla závislá na vývoji 

účinných ROS-detoxifikujících mechanismů. Tyto mechanismy umožnily organismům překonat 

toxický účinek ROS a využít některé tyto molekuly jako signální přenašeče (Van Breusegem 

et al., 2008; Mittler et al., 2004; Bailey-Serres & Mittler, 2006). ROS tedy hrají u rostlin dvojí 

roli, toxických sloučenin a klíčových regulátorů mnoha biologických procesů (Foyer & Noctor, 

2005; Apel & Hirt, 2004; Mittler et al., 2004). ROS snadno reagují s dalšími molekulami, jako 

jsou lipidy, nukleové kyseliny a proteiny, což může být pro buňku velmi škodlivé nebo dokonce 

fatální (Inzé & Van Montagu, 1995; Matés, 2000; Mittler, 2002). Podrobné informace 
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o produkci a degradaci ROS v rostlinném organismu jsou publikovány v přehledném článku 

Piterková et al., 2005.  

 

2.1 Produkce reaktivních forem kyslíku u rostlin 
Hlavními zdroji produkce ROS v rostlinných buňkách jsou organely s vysoce oxidační 

metabolickou aktivitou nebo s intenzivní rychlostí elektronového toku, jako jsou chloroplasty, 

mitochondrie a peroxisomy. Produkce ROS lokalizovaná v těchto organelách nebo ve 

specifických odděleních, např. apoplastu nebo špičce polarizovaných buněk, může spouštět 

různé signální kaskády. Produkce ROS Mehlerovou reakcí a anténovými pigmenty 

v chloroplastech je zvýšená za podmínek limitujících fixaci CO2, jako je sucho, salinitní stres a 

teplotní stres, nebo kombinace těchto podmínek a stresu nadbytkem světla (Miller et al., 2008). 

Během patogeneze nebo poranění je produkce ROS lokalizovaná zejména v apoplastu, zatímco 

během salinitního stresu, mohou být ROS uvolňovány z endosomů NADPH oxidasou (Leshem 

et al., 2006). U C3 rostlin mohou podmínky limitující CO2 aktivovat fotorespiraci (del Río 

et al., 2006). Součástí této dráhy je produkce peroxidu vodíku v peroxisomech enzymem 

glykolátoxidasou. V mitochondriích je za specifických stresových podmínek hlavním zdrojem 

produkce superoxidového anionu elektronový transportní řetězec (Möller, 2001). Dalšími zdroji 

ROS v rostlinných buňkách jsou detoxifikační reakce katalyzované cytochromy jak 

v cytoplasmě, tak v endoplasmatickém retikulu, nebo produkce superoxidu xanthinoxidasou 

v peroxisomech (Corpas et al., 2008; Mittler et al., 2004; Van Breusegem et al., 2008). 

 Předmětem intenzivního výzkumu jsou NADPH-dependentní oxidasy plasmatické 

membrány (Torres & Dangl, 2005; Torres et al., 2006) hrající klíčovou roli v ROS signalizaci, a 

obsahující flavocytochromy, které tvoří elektronový transportní řetězec umožňující redukci 

kyslíku na superoxid. Kromě NADPH oxidas jsou ROS v apoplastu produkovány také 

pH-dependentními peroxidasami buněčné stěny, oxalátoxidasami a aminoxidasami (Mittler 

et al., 2004; Van Breusegem et al., 2008). 

 
2.2 Katabolismus reaktivních forem kyslíku u rostlin 
 Enzymy katabolizující ROS, jako je superoxiddismutasa (SOD), askorbátperoxidasa 

(APX), katalasa (CAT) a glutathionreduktasa (GPX) spolu s antioxidanty, kyselinou 

askorbovou a glutathionem, poskytují buňkám vysoce účinný mechanismus detoxifikace 

superoxidového anionu a peroxidu vodíku (Foyer & Noctor, 2005; Apel & Hirt, 2004; Mittler 

et al., 2004). Tyto mechanismy spolu s chelatací kovových iontů zamezují tvorbě vysoce 

toxického hydroxylového radikálu cestou Haber-Weissovy nebo Fentonovy reakce (Asada, 

2006; Asada & Takahashi, 1987). Antioxidanty, kyselina askorbová a glutathion, jsou 

udržovány v redukovaném stavu řadou enzymů využívajících NAD(P)H pro regeneraci 

oxidovaného stavu enzymu (např. monodehydroaskorbátreduktasa, dehydroaskorbátreduktasa a 
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glutathionreduktasa). Monodehydroaskorbátový radikál může být opět redukován na kyselinu 

askorbovou prostřednictvím ferredoxinu s využitím elektronů fotosyntetického aparátu (Asada, 

2006). Odstranění peroxidu vodíku může být u rostlin zprostředkováno také rostlinnými 

peroxidasami za využití různých redukčních činidel. Membrány jsou velmi citlivé na oxidativní 

stres. V rostlinných buňkách jsou chráněny fosfolipid-specifickými glutathionperoxidasami a 

α-tokoferolem (vitaminem E), který je udržován v redukovaném stavu poolem redukované 

kyseliny askorbové. Ochrana buněk před působením singletového kyslíku je zprostředkována 

karotenoidy (Asada & Takahashi, 1987).  

 V poslední době je potvrzováno významné postavení peroxiredoxinů, glutaredoxinů 

a thioredoxinů jakožto sloučenin detoxifikujících ROS (Cheng et al., 2006; Dos Santos & Rey, 

2006). Nedávno byla také navržena nová funkce peroxiredoxinu PrxII E v odstranění 

peroxynitritového anionu, silného oxidačního a nitračního činidla vznikajícího reakcí oxidu 

dusnatého se superoxidem (Romeo-Puertas et al., 2007; Hong et al., 2008; Wilson et al., 2008). 

Peroxiredoxiny jsou navíc také známy jako redoxní senzory, spojující buněčnou redoxní a ROS 

signalizaci (Dietz, 2008). Nové poznatky o interakcích mezi různými ROS a ROS 

detoxifikujícími mechanismy byly také získány ze studií dvojitých nebo trojitých mutantů 

postrádajících ROS katabolizující enzymy v různých subcelulárních lokalitách (Giacomelli 

et al., 2007; Miller et al., 2007) a zkoumáním interakcí mezi různými ROS jako např. 

singletovým kyslíkem a peroxidem vodíku (Laloi et al., 2007).  

  
2.3 Peroxid vodíku 

Peroxid vodíku je produktem dvouelektronové redukce kyslíku. Patří mezi reaktivní 

formy kyslíku, není však volným radikálem (Halliwell, 2006). Ve srovnání se superoxidem a 

hydroxylovým radikálem je peroxid vodíku relativně bezpečný. V nepřítomnosti přechodných 

kovů je stabilní a nereaktivní, a to dokonce i v koncentracích mnohem vyšších než jaké může 

kdy biologický systém produkovat. Tato vlastnost mu poskytuje větší mobilitu v pletivech, a 

potenciální využití nejen jako substrátu různých reakcí, ale také jako molekuly zapojené v ROS 

signalizaci. U rostlin je produkován v relativně velkém množství v mitochondriích, 

chloroplastech, peroxisomech/glyoxysomech, na plasmatické membráně a buněčné stěně. H2O2 

není produkován jen disproporcionační reakcí katalyzovanou SOD, ale také redukcí 

superoxidového anion radikálu redukčními činidly jako jsou např. askorbát, thioly, ferredoxiny 

a další (Asada & Takahashi, 1987). Hladina H2O2 v buňce je takto přímo spojená s produkcí 

superoxidu. H2O2 je však uvolňován i dalšími oxidasami, např. glykolátoxidasami, 

glukózaoxidasami, aminokyselinaoxidasami nebo sulfitoxidasami (Asada & Takahashi, 1987; 

Asada, 1999). Byly také identifikovány další enzymové zdroje O2
¯·/H2O2, např. peroxidasy 

vázané na buněčnou stěnu, oxalátoxidasy, aminooxidasy a NADPH oxidasy plasmatické 

membrány (Obr. 1; Wojtaszek, 1997; Halliwell & Gutteridge, 1999; Bolwell et al., 2002; 
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Svedružić et al., 2005). H2O2 je produkován také mnoha reakcemi zahrnutými ve fotosyntéze a 

respiraci, což znamená, že H2O2 a jiné ROS jsou nežádoucími vedlejšími produkty normálního 

aerobního metabolismu (Dat et al., 2000; Mittler, 2002). 
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Obr. 1 

Hlavní zdroje H2O2 v různých částech buňky. Poměr produkce H2O2 v chloroplastech 

a peroxisomech je 1:2,5; a v chloroplastech/peroxisomech a mitochondriích 35:1. Tyto hodnoty 

byly stanoveny z rychlosti produkce H2O2 podle Foyer & Noctor (2003). ECM, extracelulární 

matrix; ETC, elektronový transportní řetězec; PET, fotosyntetický elektronový transportní 

řetězec; PM, plasmatická membrána; PSI a PSII, fotosystém I a fotosystém II; SOD, 

superoxiddismutasa; TCA, cyklus trikarboxylových kyselin (převzato a upraveno z Ślesak et al.,  

2007). 

 

H2O2 je produkován také v cytoplasmě, plasmatické membráně a extracelulární matrix. 

Hlavní podíl H2O2/ROS v cytoplasmě pochází z elektronového transportního řetězce spojeného 

s endoplasmatickým retikulem. Zde redukované formy cytochromu P450 

a cytochromP450reduktasa (oxidační a hydroxylační procesy) a cytochrom b5 

a cytochromb5reduktasa (desaturace mastných kyselin), předávají elektrony kyslíku za tvorby 

superoxidu. Cytosolická forma SOD může přeměnit superoxid na H2O2 (Bartosz, 1997; Mittler 

et al., 2004).  

Nejintenzivněji studovaným oxidasovým systémem je NADPH oxidasa plasmatické 

membrány rostlinných buněk. NADPH-dependentní oxidasový systém katalyzuje produkci 

superoxidového anion radikálu jednoelektronovou redukcí kyslíku s využitím NADPH jako 
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donoru elektronu (Desikan et al., 2003; Mahalingam & Federoff, 2003; Apel & Hirt, 2004). 

Superoxidový anion radikál je tvořen v apoplastovém prostoru a následně je přeměněn na H2O2 

buď spontánně, nebo působením extracelulární SOD (Obr. 1; Karpinska et al., 2001; Bolwell 

et al., 2002). Extracelulární matrix (ECM) vyšších rostlin je tvořena celulosou, hemicelulosou, 

pektiny nebo ligninem a obsahuje také enzymy produkující nebo odstraňující H2O2. Řada 

enzymů ECM (např. pH-dependentní peroxidasy buněčné stěny, germin-like oxalátoxidasy a 

aminoxidasy) byla navržena jako zdroj H2O2 v apoplastu (Lane, 1994; Bolwell et al., 2002; 

Kacperska, 2004).  

 Role H2O2 v rostlinné biochemii a fyziologii a jeho různé funkce u rostlin byly popsány 

v mnoha přehledných článcích (Neill et al., 2002a; 2002b; Apel & Hirt, 2004; Hung et al., 

2005). Centrální role H2O2 v reakcích na různé biotické a abiotické stresy u rostlin byla velmi 

dobře zdokumentována. Tato molekula kontroluje různé stresové reakce a fyziologické 

přizpůsobení, včetně buněčné ROS/hormonální rovnováhy. V řadě studií byla prokázána 

zvýšená koncentrace H2O2 po vystavení rostliny stresu (přehledné články: Neill et al., 2002a; 

Kacperska, 2004). Rychlost produkce H2O2 závisí na intenzitě a délce působení stresu. Navíc se 

v závislosti na typu stresu produkce H2O2 v různých částech buňky liší, např. stres 

z nadbytečného světla způsobuje nadprodukci H2O2 zejména v chloroplastu (Karpinski et al., 

1999; Karpinska et al., 2000; Ślesak et al., 2003). V porovnání s živočišnými buňkami jsou 

rostliny rezistentnější k vysokým koncentracím H2O2. Peroxid vodíku je toxický pro většinu 

živočišných buněk v koncentracích 10 - 102 μM (Halliwell & Gutteridge, 1999). Experimenty 

s rostlinným materiálem prokázaly, že rostlinná pletiva mohou tolerovat vysoké koncentrace 

H2O2, a to až v rozmezí 102 - 2x105 μM. Navíc, rostliny předinkubované s H2O2 byly odolnější 

k nadbytku světla a chladovému stresu (Prasad et al., 1994; Karpinski et al., 1999; Karpinska 

et al., 2000; Yu et al., 2003). 

H2O2 hraje u rostlin dvojí roli: v nízkých koncentracích působí jako signální molekula 

při spouštění aklimatizační tolerance na různé abiotické a biotické stresy (Fukao & Bailey-

Serres, 2004; Laloi et al., 2004; Mittler et al., 2004), nadměrná akumulace peroxidu vodíku 

může vést k oxidativnímu stresu, který spouští buněčnou smrt (Dat et al., 2000). H2O2 se účastní 

mnoha obranných reakcí, např. zesílení rostlinné buněčné stěny (lignifikace, zesíťování 

strukturních proteinů buněčné stěny), produkce fytoalexinů a zvýšení rezistence k různým 

stresům (Dempsey & Klessig, 1995). Dále byla prokázána úloha H2O2 jako klíčového regulátoru 

širokého spektra fyziologických procesů, jako je senescence (Peng et al., 2005), fotorespirace 

a fotosyntéza (Noctor & Foyer, 1998), pohyb stomat (Bright et al., 2006), buněčný cyklus 

(Mittler et al., 2004), růst a vývoj (Foreman et al., 2003). Evoluce všech aerobních organismů je 

závislá na vývoji účinných H2O2 odstraňujících mechanismů (Arora et al., 2002). Eliminace 

H2O2 je spojena s odstraněním ostatních ROS. Rovnovážný stav hladiny buněčného H2O2 závisí 

na redoxním stavu buňky (Karpinski et al., 2003; Mateo et al., 2006). V rostlinných buňkách je 
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proces produkce a odstranění H2O2 přísně regulován a koordinován ve stejných nebo různých 

částech buňky. Rostliny vlastní vícestupňový antioxidační systém, skládající se z antioxidantů 

(askorbát, α-tokoferol nebo glutathion) a celé řady ROS detoxifikujících enzymů 

(askorbátperoxidasa, glutathionperoxidasa, superoxiddismutasa, enzymy askorbát-

glutathionového cyklu, katalasa) (Apel & Hirt, 2004).    

Většina studií dokazuje, že samotný H2O2 je u rostlin klíčovou signální molekulou 

zprostředkovávající řadu reakcí (Desikan et al., 2003) a aktivující mnoho dalších důležitých 

signálních molekul, jako je Ca2+, kyselina salicylová (SA), kyselina abscisová (ABA), kyselina 

jasmonová (JA), ethylen, oxid dusnatý (Gundlach et al., 1992; Dempsey & Klessig, 1995; Liu 

et al., 2004; Desikan et al., 2004; Wendehenne et al., 2004). Tyto signální molekuly hrají 

komplexní roli v přenosu signálu, v procesu obranné reakce, růstu a vývoji rostlin (Obr. 2).  
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Obr. 2 

Akumulace endogenního peroxidu vodíku během normálního metabolismu (fotosyntéza, 

respirace, růst, senescence, pohyb stomat) a různých biotických a abiotických stresových 

podmínek. Nadbytečný H2O2 může indukovat oxidativní stress poškozující rostlinné buňky. 

Pokud je množství H2O2 udržováno na běžné hladině antioxidačními molekulami a enzymy, 

poté H2O2 funguje jako sekundární přenašeč a spolupracuje s dalšími důležitými signálními 

molekulami. Společně poté chrání rostliny před stresy a regulují rostlinný růst a vývoj (převzato 

a upraveno z Quan et al., 2008). SA kyselina salicylová, NO oxid dusnatý, JA kyselina 

jasmonová, ABA kyselina abscisová. 
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3. Reaktivní formy dusíku 
 

Reaktivní formy dusíku můžeme rozdělit do dvou skupin: skupina volných radikálů 

(oxid dusnatý (·NO) a oxid dusičitý (·NO2)) a skupina látek, do které patří kyselina dusitá 

(HNO2), oxid dusitý (N2O3), peroxynitrit (ONOO-), alkylperoxynitrit (ROONO). Nejznámější 

formou RNS je oxid dusnatý (NO). 

 

3.1 Oxid dusnatý 
NO je velmi rozšířeným vnitrobuněčným a mezibuněčným poslem se širokým spektrem 

regulačních funkcí mnoha fyziologických i patologických procesů (Wendehenne et al., 2001, 

Lamattina et al., 2003, Neill et al., 2003, del Río et al., 2004). Znalosti funkcí NO v rostlinných 

systémech jsou ve srovnání s živočišnými systémy relativně malé. Emisi NO u rostlin poprvé 

zaznamenal Klepper v roce 1975 (Klepper, 1979). Teprve nedávné studie potvrdily úlohu NO 

jako důležitého efektoru rostlinného růstu, vývoje a rostlinných obranných reakcí. Řada z 

publikovaných prací byla zaměřena na roli NO v iniciaci nebo propagaci rostlinné 

hypersenzitivní reakce a programované buněčné smrti v místě infekce (Zaninotto et al., 2006; 

Mur et al., 2006). Byla prokázána účast NO na indukci exprese komplementární sady 

rostlinných obranných genů, včetně dvou klíčových enzymů fenylpropanoidní dráhy, která 

reguluje produkci různých sekundárních sloučenin, včetně ligninu a nízkomolekulárních 

antimikrobiálních sloučenin známých jako fytoalexiny (Dixon, 2001).  

NO je vysoce reaktivní molekula, snadno difundující přes buněčné membrány. Je to 

volný radikál, který může buď získat, nebo ztratit elektron pro vytvoření energeticky 

výhodnějších struktur, např. nitrosoniový kation (NO+) a nitroxylový radikál (NO-) (Durner 

et al., 1998). Poločas života NO v biologických tkáních byl stanoven na méně než 6 s (Thomas 

et al., 2001). Takto krátký poločas života odráží vysoce reaktivní povahu NO. NO reaguje 

přímo s kovovými komplexy a dalšími radikály a nepřímo jakožto reaktivní druh oxidu dusíku 

s DNA, proteiny, a lipidy (Wink & Mitchell, 1998). U rostlin byly popsány jak cytotoxické tak 

cytoprotektivní vlastnosti NO (Beligni & Lamattina, 2001). 

Navzdory znalosti řady procesů kontrolovaných nebo indukovaných vlivem NO 

u rostlin zůstávají přesné molekulární mechanismy syntézy tohoto radikálu u různých rostlin za 

různých podmínek stále předmětem intenzivní diskuse. V současnosti bylo popsáno celkem šest 

enzymů, které mohou katalyzovat syntézu NO v rostlinných buňkách (Crawford, 2006). Ke 

vzniku NO v rostlinách může vést také řada dalších neenzymových reakcí vycházejících 

z anorganických sloučenin dusíku.  
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Dosud známé a potvrzené informace o oxidu dusnatém, jeho produkci a zapojení 

v signálních drahách byly shrnuty v přehledném článku, který byl publikován v časopise 

Chemické listy v roce 2008 (viz. Příloha 1). 

Oxid dusnatý je látka s velice krátkou dobou života, která rychle reaguje zejména 

s reaktivními radikály kyslíku, peroxidy lipidů, thiolovými a hemovými skupinami. Reaktivita 

NO a jeho metabolitů in vivo a in vitro značně omezuje přímé metody jejich detekce. Přímé 

stanovení NO je možno provést chemiluminiscenční metodou po reakci s ozonem v plynné fázi, 

nebo elektrochemickou detekcí pomocí specifických amperometrických elektrod v roztoku. Obě 

zmíněné metody jsou však velmi náročné z hlediska ceny použitého přístrojového vybavení, 

navíc v rostlinném materiálu se vyskytuje celá řada látek, které s těmito metodami interferují. 

U živočišných systémů jsou konečnými produkty metabolismu NO v aerobním prostředí 

dusitany a dusičnany, které lze jednoduše stanovit spektrofotometricky. Naproti tomu je 

metabolismus dusíkatých látek u rostlin daleko bohatší, což omezuje použití celé řady metod a 

interpretaci získaných hodnot. Pro stanovení produkce NO lze použít specifické sondy na bázi 

derivátů diaminonaftalenu, diaminofluresceinu a diaminorhodaminu, které reagují s reaktivními 

radikály dusíku vzniklými z NO v aerobním prostředí za vzniku vysoce fluoreskujících derivátů. 

Tyto sondy neprocházejí přes membrány buněk a jsou proto použitelné pro měření NO 

v buněčných extraktech nebo v extracelulárním médiu buněčných kultur. Jejich esterové 

deriváty lze naopak použít pro vnitrobuněčné sledování vznikajícího NO, protože k reakci s 

metabolity NO a zvýšení fluorescence dochází až po rozštěpení esterové vazby 

vnitrobuněčnými esterasami. Přes svou jednoduchost mají fluorescenční metody detekce NO 

určitá omezení v důsledku možných nespecifických reakcí v rostlinném materiálu a proto je 

nutno všechny metody optimalizovat pro konkrétní rostlinný model. 

Pro měření aktivity synthasy oxidu dusnatého v případě nízkých aktivit byla zavedena 

metoda využívající radioaktivně značený substrát [14C]-L-arginin, při které se stanovuje 

množství značeného produktu L-citrulinu po separaci na kolonce katexu. Tato metoda ovšem 

opět vyžaduje specializované přístrojové vybavení a navíc není z důvodů práce s radioaktivním 

materiálem vhodná pro studentské vědecké práce. Alternativně je možno sledovat tvorbu 

citrulinu v reakční směsi spektrofotometrickými metodami, které dosahují řádově cca µM 

citlivosti. Často využívanou metodou stanovení aktivity NO synthasy je oxyhemoglobinová 

metoda, založená na reakci NO s oxyhemoglobinem za vzniku methemoglobinu.  
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Signální dráhy oxidu dusnatého v rostlinách 
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Chemické Listy 102: 410-416 (2008) 
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4. Úloha ROS a RNS v procesu patogeneze 
 

Rostliny, které jsou v průběhu svého života vystaveny působení různých potenciálních 

patogenů, vyvinuly účinné obranné mechanismy potřebné pro přežití v jejich přirozeném 

prostředí. Přestože pasivní obranné mechanismy vůči patogenům, jako je např. vosková kutikula 

nebo zásoba antimikrobiálních sloučenin, mohou rostlinu částečně ochránit proti infekci, hlavní 

a účinnější je aktivní obrana, která zahrnuje transkripci specifických genů a tvorbu obranných 

sloučenin. Výsledkem působení obranných mechanismů je snížení rychlosti nebo úplné 

potlačení vývoje patogenu, případně zamezení jeho sporulace. Na přenosu informace o působení 

stresového faktoru a následném spuštění obranných reakcí se podílí řada signálních molekul. 

V mnoha interakcích rostlina-patogen je indukce obranné reakce spojena s produkcí ROS a 

RNS, které mají různé signální a obranné role během patogeneze (Bolwell & Wojtaszek, 1997; 

Delledonne et al., 2002; Mur et al., 2008; Neill et al., 2002b; Wendehenne et al., 2004). 

Zvýšená produkce ROS infikovanou buňkou je přímo spojená s procesem hypersenzitivní 

reakce (HR), zesílení rostlinné buněčné stěny a antibakteriální aktivitou (Shetty et al., 2008). 

Významná funkce oxidu dusnatého v signalizaci a rezistenci rostlin napadených 

patogeny byla velmi dobře zdokumentována u celé řady modelových patosystémů (Durner 

et al., 1998; Modolo et al., 2005; Mur et al., 2005; Petřivalský et al., 2007; Prats et al., 2005). 

Signální role NO zahrnuje iniciaci a vývoj rostlinné HR, akumulaci "pathogenesis-related" (PR) 

proteinů a modifikaci genové exprese (Mur et al., 2006; Wendehenne et al., 2004; Zaninotto 

et al., 2006). HR je obrannou strategií rostlin, kdy infikovaná buňka nebo několik buněk 

v blízkém okolí místa infekce podléhají programované buněčné smrti, čímž eliminují přímé 

zdroje energie a výživy pro vstupující patogen (Low & Merida, 1996; Greenberg, 1997). HR je 

charakteristická prudkou akumulací ROS (Keller et al., 1998) a NO (Delledonne et al., 1998). 

Synergistické působení NO a H2O2 vede k lokalizované buněčné smrti a omezuje invazi 

patogenu (Zaninotto et al., 2006), přestože mechanismus interakce mezi NO a ROS je stále 

předmětem debaty (De Gara et al., 2003; Delledonne et al., 2003; Mur et al., 2006; Tada et al., 

2004; Wilson et al., 2008). Přímou chemickou reakcí NO s H2O2 vzniká buď vysoce reaktivní 

singletový kyslík nebo hydroxylový radikál (Noronhadutra et al., 1993), který může indukovat 

buněčnou smrt. Reakcí NO s O2¯ je produkován silný oxidant, peroxynitrit (ONOO¯). NO 

indukuje také řadu rostlinných obranných genů, včetně fenylalaninamoniaklyasy a 

chalkonsynthasy, dvou klíčových enzymů fenylpropanoidní dráhy, produkující sekundární 

sloučeniny, jako např. prekurzory fytoalexinů a ligninu (Dixon, 2001).  

Systematicky získaná rezistence (SAR) u zdravých rostlinných tkání je obvykle 

aktivovaná buněčnou smrtí v inkompatibilních interakcích rostlina-patogen lokálně 

infikovaných rostlin. Spouští se uvolnění mobilních signálních molekul na krátkou a dlouhou 
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vzdálenost, včetně kyseliny salicylové, jasmonové, metylsalicylátu, a stále málo definovaných 

lipidových a peptidových efektorů (Heil & Ton, 2008; Vlot et al., 2008). Během vývoje SAR 

byl pozorován vzájemný vztah mezi NO, H2O2 a kyselinou salicylovou (Delledonne et al., 

2001; Song & Goodman, 2001). Externí aplikace NO indukovala endogenní akumulaci SA a 

jejich konjugátů v tabáku (Durner et al., 1998). 

 

Hlavním modelovým systémem, na kterém byly realizovány experimenty zaměřené na 

studium reakce rostliny v průběhu patogeneze byly zejména tři genotypy Solanum spp. lišící se 

stupněm rezistence na infekci patogenem Oidium neolycopersici. Padlí rajčatové, Oidium 

neolycopersici, je biotrofní epifytní patogen způsobující vážné onemocnění rajčat pěstovaných 

ve skleníku zejména v Evropě a Severní Americe (Kiss et al., 2001; Lebeda & Mieslerová, 

1999). Většina vypěstovaných kultivarů rajčete (Solanum lycopersicum) je velmi citlivá na 

padlí. Intenzivní screeening však odhalil mnoho potencionálních zdrojů rezistence mezi 

divokými rajčaty  (např. S. habrochaites, S. chilense, S. parviflorum, S. peruvianum 

a S. pennellii) (Mieslerová et al., 2004). Podle dřívějších studií je rezistence patosystému 

Solanum spp.–O. neolycopersici dána monogenními geny (Bai et al., 2005; Huang et al., 2000; 

Li et al., 2007). Dominantní geny rezistence (Ol-1, Ol-3, Ol-4, Ol-5 a Ol-6) zprostředkovávají 

druhově závislou rezistenci omezením růstu patogenu aktivací hypersenzitivní reakce 

hostitelských epidermálních buněk, zatímco recesivní gen ol-2 udává rezistenci cestou tvorby 

papil (Bai et al., 2005). Dřívější experimenty prokázaly intenzivnější HR u středně rezistentního 

genotypu rajčete v porovnání s vysoce rezistentním genotypem.  Výsledky potvrdily variabilitu 

intenzity a načasování produkce ROS a exprese antioxidačních enzymů ve vztahu k odlišným 

schopnostem rezistence studovaných genotypů rajčete (Mlíčková et al., 2004; Tománková et al., 

2006). V interakcích tohoto patosystému jsou zahrnuty i jiné obranné mechanismy, jako je např. 

produkce nízkomolekulárních obranných sloučenin (alkaloidů, saponinů, fenolických sloučenin 

a fytoalexinů) (Mieslerová et al., 2004).  

 

Druhým studovaným modelovým systémem byla Lactuca spp. infikovaná patogenem 

Bremia lactucae. Plíseň salátová je infekční choroba způsobená obligátně-biotrofním parazitem 

Bremia lactucae, která způsobuje významné škody při pěstování salátů (Lebeda et al., 2002). 

Infekční proces B. lactucae zahrnuje v raném stádiu adhesi konidií na povrchu listu, klíčení a 

diferenciaci klíčního vlákna v apresorium a penetrační hrot. Kolonizace buněk listu je zahájena 

tvorbou primárních a sekundárních hyf, které prorůstají mezi epidermálními buňkami a 

mesofylem. Nakonec dochází k ustavení těsného kontaktu patogenu s živými hostitelskými 

buňkami prostřednictvím haustorií, které umožňují řízený transport organických látek 

z rostlinné buňky do patogenu (Lebeda et al., 2006). Díky své vysoké genotypické 

a fenotypické variabilitě je tento patosystém široce používaným modelem pro studium interakcí 
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rostlina-biotrofní oomyceta (Lebeda et al., 2008a,b). Role ROS a antioxidačních enzymů 

v těchto interakcích byla publikována v článku Sedlářová et al., 2007.  

 

4.1 Výsledky 
Výsledky jsou detailně prezentovány formou článků, které tvoří přílohy 2, 3 a 4. 

 

V první části tohoto projektu byla studována možná role NO a enzymu s NO 

synthasovou aktivitou v interakci rostlina-patogen během počáteční fáze infekce se zaměřením 

na možnou úlohu NO v systémové reakci u modelového systému Solanum spp. - 

O. neolycopersici. Byla stanovena produkce NO oxyhemoglobinovou metodou u tří genotypů 

Solanum spp. lišících se rezistencí k uvedenému patogenu, a to u S. lycopersicum cv. Amateur 

(citlivý), S. habrochaites f. glabratum (vysoce rezistentní) a u S. chmielewskii (středně 

rezistentní), během prvních 216 h po inokulaci. Specifický dvoufázový nárůst produkce NO byl 

pozorován v extraktech infikovaných listů středně a vysoce rezistentních genotypů. Dále byla 

detekována systematická odezva ve formě narůstající produkce NO v intaktních listech 

sousedících s listy inokulovanými. Výsledky naznačují, že hlavním zdrojem NO v pletivech 

rajčete byla aktivita enzymu závislého na argininu, která byla inhibována kompetitivními 

reversibilními a ireversibilními inhibitory živočišné NO synthasy, nikoliv však inhibitorem 

rostlinné nitrátreduktasy. U rezistentních genotypů rajčete byla v infikovaných tkáních 

lokalizována zvýšená produkce NO konfokální laserovou mikroskopií s využitím fluorescenční 

sondy 4-amino-5-methylamino-2′,7′-difluorofluorescein diacetátu. Produkce NO pozorovaná 

v extraktech z patogenních konidií, spolu se zvýšenou produkcí NO lokalizovanou ve 

vyvíjejících se hyfách patogenu, demonstruje komplexní roli NO v interakcích rostlina-patogen. 

Na základě získaných výsledků lze předpokládat zapojení NO v obranné reakci studovaných 

genotypů Solanum spp. vůči infekci patogenem O. neolycopersici, probíhající s různou 

intenzitou a mechanismem v závislosti na stupni odolnosti jednotlivých genotypů. Výsledky 

byly publikovány v časopise Molecular Plant Pathology (viz. Příloha 2). Na základě výsledků 

zde prezentovaných a výsledků získaných v předešlém výzkumu zaměřeném na metabolismus 

ROS v interakci rostlina-patogen (Mlíčková et al., 2004) můžeme předpokládat možné 

synergistické působení NO a H2O2 v reakci rajčete na padlí. NO a H2O2 tak pravděpodobně tvoří 

důležitou část molekulárních mechanismů rezistence rajčete k O. neolycopersici. 

V navazujícím experimentu byl sledován vliv NO na vývoj biotrofního patogenu 

O. neolycopersici na modelovém systému tří genotypů Solanum spp. studovaných v první části 

tohoto projektu. Vliv donoru NO (SNP), lapače NO (PTIO) a inhibitoru NO synthasy 

(L-NAME) na klíčivost konidií a vývoj patogenních struktur na listových discích testovaných 

genotypů byl sledován 8, 24, 48 a 72 hodin po inokulaci. Výsledek působení SNP na vývoj 
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patogenu se mezi studovanými genotypy výrazně lišil. U všech tří genotypů rajčete byl 

zaznamenán na vývoj patogenu pozitivní vliv inkubace listových disků s PTIO a naopak 

negativní s L-NAME. Distribuce NO v tkáních listů a infekčních strukturách patogenu byla 

studována konfokální laserovou mikroskopií s využitím fluorescenční sondy 4-amino-5-

methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetátu. Histochemická detekce odhalila akumulaci NO 

v penetrovaných buňkách rezistentních genotypů S. chmielewskii a S. habrochaites f. 

glabratum, vztahující se k iniciaci HR, a také v klíčních vláknech a apresoriích patogenu, což 

naznačuje významnou roli NO při průniku O. neolycopersici do buňky. Na základě získaných 

výsledků lze předpokládat zapojení NO v obranné reakci studovaných genotypů Solanum spp. 

vůči infekci patogenem O. neolycopersici, ale s různou intenzitou a mechanismem v závislosti 

na stupni odolnosti jednotlivých genotypů. Získané výsledky byly sepsány formou článku a jsou 

připraveny k odeslání do redakce (viz. Příloha 3). 

V rámci tohoto projektu byla také studována role NO a ROS, molekul zahrnutých 

v signálních drahách a obranných reakcí rostlin, u modelového systému Lactuca spp. x 

B. lactucae. S využitím modelového systému listových disků byl pomocí světelné mikroskopie 

studován vliv různých sloučenin ovlivňujících metabolismus a hladinu NO v rostlinách. 

Nitroprusid sodný (SNP), modelový donor NO, snižoval rychlost klíčení konidií patogenu a 

silně inhiboval jeho další růst z hlediska vývoje infekčních struktur  apresoria, primárních a 

sekundárních váčků. Naproti tomu PTIO, specifický lapač NO, urychlil penetraci B. lactucae, 

neměl však další vliv na interakci rostlina-patogen. Inhibitory enzymů produkujících NO, 

L-NAME (inhibitor NO synthasy) a Na2WO4 (inhibitor nitrátreduktasy) neměly na vývoj 

patogenu významný vliv. U listových disků inkubovaných s rutinem, lapačem reaktivních 

radikálů kyslíku a dusíku, byl také pozorován silný inhibiční vliv na vývoj patogenu ve všech 

stádiích. Produkce NO stanovená oxyhemoglobinovou metodou výrazně vzrostla brzy po 

vystavení rezistentního genotypu L. virosa infekci B. lactucae. Stejně jako u modelového 

systému Solanum spp.-O. neolycopersici, tak i v tomto případě byla pomocí konfokální 

mikroskopie pozorována akumulace NO v penetrovaných buňkách, a špičkách klíčních vláken a 

apresoriích patogenu B. lactucae. Změny endogenních hladin rutinu a kvercetinu v extraktech 

z listů Lactuca spp. jsou diskutovány ve spojení s jejich úlohou v antioxidačních mechanismech, 

které ovlivňují citlivost nebo rezistenci rostlin k plísni salátové. Získané výsledky naznačují 

úlohu NO jak v odpovědi Lactuca spp. na infekci patogenem B. lactucae, tak i v rámci 

metabolismu buněk patogenu během jeho klíčení a růstu. Výsledky této studie byly publikovány 

v časopise European Journal of Plant Pathology (viz. Příloha 4). 
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Abstract 
The role of nitric oxide and reactive oxygen species, molecules indispensable for plant-pathogen 
signalling, was studied in the Lactuca spp.-Bremia lactucae pathosystem. Using a leaf disc 
model the translaminar effect of various compounds affecting the metabolism was studied by 
light microscopy. Time course studies revealed a slowdown in the development of B. lactucae 
(race BL16) infection structures by rutin (scavenger of reactive nitrogen and hydrogen species) 
and SNP (NO donor) within 48 h post inoculation, followed by a retardation of sporulation. 
Application of the specific NO scavenger, PTIO, accelerated penetration of B. lactucae but had 
no further effects on the plant-pathogen interaction. Inhibitors of NO synthase (L-NAME) and 
nitrate reductase (sodium tungstate) did not influence pathogen development. Our results 
suggest that drastic change in the NO: hydrogen peroxide ratio seems to determine the 
pathogens´ fate. NO synthase-like activity significantly increased early after B. lactucae 
challenge in resistant L. virosa. Confocal laser scanning microscopy revealed the accumulation 
of nitric oxide in the penetrated cells, pointing to a role in the initiation of the hypersensitive 
reaction. The tips of germ tubes and appressoria of B. lactucae also accumulated NO, also 
suggesting an essential role for this molecule in penetration of the biotrophic pathogen. 
Additionally, temporal changes in endogenous levels of rutin and quercetin in extracts from 
Lactuca spp. leaves will be discussed in connection to their role as part of the antioxidative 
machinery that influences the plants  ́susceptibility/resistance to lettuce downy mildew. 
 
Abbreviations 
DAF-FM DA  4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetate 
hpi    hours post inoculation 
HR    hypersensitive response 
L-NAME   NG-nitro-L-arginine-methylester 
NOS    nitric oxide synthase 
NR    nitrate reductase 
PTIO    2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide 
PV    primary vesicle 
ROS    reactive oxygen species 
RNS    reactive nitrogen species 
SNP    sodium nitroprusside 
SD    standard deviation 
SV    secondary vesicle 
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Introduction 
Throughout their co-evolution, plants and pathogens have continually confronted each other in a 
struggle for growth and survival. Numerous components involved in pathogen perception, 
signal generation and transmission, and activation of defence responses have already been 
identified whilst others wait to be understood. Reactive oxygen species (ROS) and reactive 
nitrogen species (RNS) rank among the crucial components of signalling pathways in stressed 
plants (Delledonne et al. 2001, 2002; De Gara et al. 2003; Wendehenne et al. 2004; Yoshioka 
et al. 2009; Zaninotto et al. 2006).  

Nitric oxide (NO) is an essential regulatory molecule of plant immunity in synergy with 
reactive oxygen species (Arasimowicz and Floryszak-Wieczorek 2007). Induction of local 
biochemical defence responses in plant cells surrounding the infection site correlates with the 
accumulation of RNS. NO as a significant component of signalling networks is able to diffuse 
through membranes thanks to its hydrophobicity and small size (De Gara et al. 2003). The 
production of NO in plants was shown to be catalyzed by nitrate reductase (EC 1.7.1.1.) and 
nitric oxide synthase-like enzyme(s). However, the identity and structure of plant NO synthase 
has not been elucidated so far (Corpas et al. 2009; Wilson et al. 2008). NO can be also 
generated in plant cells by non-enzymatic processes like NO2

- dismutation or reduction (Cooney 
et al. 1994; Stöhr and Ullrich 2002; Yamasaki 2000). In interactions with fungal pathogens 
sensu lato ROS and RNS are required for the initial signalling between both partners as well as 
for the activation of plant defence. Local generation of ROS is a typical feature of fungal 
pathogenesis, related to the active penetration of host cells (Sedlářová et al. 2007; Tománková 
et al. 2006). In resistant plants ROS and RNS modulate gene expression, induce structural 
defences or a local cell death, i.e. hypersensitive reaction (HR). Since the HR is accompanied by 
the generation of excess amounts of oxidative molecules, the fate of cells surrounding the 
infection site is determined by their ability to buffer this oxidative stress (Mur et al. 2008). Host 
cell collapse generally coincides with cessation of the attempted colonization, thus biotrophic 
pathogens must avoid triggering this process by, for example, elicitors released during cell wall 
penetration (Panstruga 2003). Additionally, ROS have direct antimicrobial effects (Shetty et al. 
2008). The strategy of biotrophs may involve reduction of oxidative stress in the penetrated cell, 
e.g. by peroxidase production in the infection structures (Sedlářová et al. 2007). Antioxidant 
mechanisms involve specialized enzymes (superoxide dismutase (EC 1.15.1.1), peroxidase (EC 
1.11.1.7) and catalase (EC 1.11.1.6)), as well as non-enzymatic systems (ascorbate, glutathion, 
α-tocoferol, β-caroten, phenolic compounds) (Blokhina et al. 2003; De Gara et al. 2003; Grace 
2005).  

Lettuce and its wild relative Lactuca spp. are threatened by Bremia lactucae infection that 
causes downy mildew with enormous economic losses in crop yield (Lebeda et al. 2002). Due to 
its high genotypic and phenotypic variability, this pathosystem is a widely used model to study 
plant-biotrophic oomycete interactions from field to molecular level (Lebeda et al. 2008a,b). 
The role of ROS and antioxidative enzymes in these interactions has been already shown 
(Sedlářová et al. 2007). An intensive accumulation of H2O2 early after inoculation was linked to 
race-specific resistance by initiation of HR, although variations in timing and intensity were 
found among genotypes. The tissues surrounding the HR showed an induction in antioxidative 
capacity, mainly due to an increased POX activity. This allowed the confinement of the HR 
cells with their excess in ROS. H2O2 and POX were also observed in B. lactucae infection 
structures during initial stages of the infection process (Sedlářová et al. 2007). Recently, 
accumulation of NO in germ tubes, appressoria and penetration pegs of powdery mildew, was 
proposed as an important determinant for successful invasion into host tissues (Piterková et al. 
2009; Prats et al. 2008). 

Our recent work describes the role of NO in the development of infection structures of 
downy mildew, Bremia lactucae, as well as in interacting host cells of Lactuca spp. The effect 
of external application of compounds modulating NO levels was studied in a series of 
experiments involving four Lactuca spp.-Bremia lactucae interactions with differential 
phenotype of susceptibility or resistance.  
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Materials and methods 
 
Pathogen isolate 
The experiments were performed with Bremia lactucae Regel race BL 16 (sextet code 
EU-A63/31/02/00) from the collection of the Department of Botany, Palacký University in 
Olomouc, included in the Czech National Collection of Microorganisms (collection number 
UPOC-FUN-013). The isolate was maintained and multiplied on seedlings of susceptible 
lettuce, L. sativa (cv. Cobham Green or cv. British Hilde), grown as reported previously 
(Sedlářová et al. 2001, 2007). 
 
Plant material and cultivation 
Eight-week-old plants of Lactuca spp. genotypes with different phenotypes of response to 
B. lactucae (race BL16) were used: susceptible L. sativa L. (UCDM2) and resistant L. sativa L. 
(Mariska), L. saligna L. (CGN 05271) and L. virosa L. (NVRS 10.001 602). Histology of these 
plant genotype-pathogen race interactions has been described previously (Sedlářová et al. 2007). 
Plants were grown in a soil/peat (2:1, v/v) mixture in a growth chamber at 18/15 °C (day/night), 
12 h photoperiod, irradiance of 100 µE.m-2.s-1 provided by warm-white fluorescent lamps. 
Following inoculation, the cultivation temperature was decreased to 15/10 °C and the plants 
were kept in dark during first 24 h to establish optimal conditions for pathogen development. 
 
Inoculation, incubation and collection of samples 
Whole plants/leaf discs were inoculated by spraying with a suspension of B. lactucae conidia in 
distilled water (approx. 5×105 ml-1) and further incubation followed previously described 
procedures (Sedlářová et al. 2007). The 4th to 6th youngest leaves per plant were harvested 0, 4, 
8, 24, 48, 72, 96, 168 or 216 h post inoculation (hpi), and either subjected to histochemical 
staining followed by confocal microscopy or frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until 
enzyme activity or concentration of antioxidants was studied in the leaf extract. 

For light microscopy experiments, leaf discs (12 mm in diameter), derived from 4th-6th 
youngest leaf of a plant, were placed abaxial side up on wet filter paper in Petri dishes and 
subsequently inoculated.  

 
Modulation of NO levels  
Most of the following chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, Czech Republic, except 
the glycerol (Tamda, Czech Republic) and NO-specific probe (Axxora, U.S.A.).  

Different NO level modulators were applied to the filter papers under the leaf tissues in 
Petri dishes. The filters were saturated with 10 ml of the solution to be tested. The final 
concentrations of the studied substances were 0.1 mM SNP (NO donor), 0.1 mM PTIO (NO 
scavenger), 0.1 mM rutin (NO/ROS scavenger), 1 mM L-NAME (NOS inhibitor), and 5 mM 
Na2WO4 (inhibitor of nitrate reductase). In case of enzyme inhibitors, the tissues were pre-
incubated 1 h in vacuum prior to the inoculation, other variants were inoculated directly. The 
control leaf discs were incubated with deionised water. Leaf discs were collected 4, 8, 24 and 
48 hpi. Each Petri dish contained five leaf discs from one plant for each time interval and three 
Petri dishes per solution variant were used, i.e. each sample contained 15 leaf discs. 
 
Light microscopy of B. lactucae development and Lactuca spp. tissue reactions 
Leaf discs were fixed in 100% acetic acid for 2 days and then transferred and stored in 
85% glycerol. Prior to observation the specimens were stained with 1% Aniline Blue (w/v). 
Pathogen development and host tissue reactions were examined by light microscopy (Olympus 
BX-60) and documented with a CCD camera (Olympus DP70; Olympus C&S, Prague, Czech 
Republic). In each variant 5 leaf disc and 15 spores/infection sites per leaf disc were randomly 
evaluated. The results were expressed as a mean frequency and standard deviation for each 
substance and time interval. 
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Statistical analysis 
For each genotype the effect of the treatment on pathogen development and tissue response was 
statistically analyzed using NCSS 2001 software (Kaysville, UT, U.S.A.). The frequency of 
infection structures or hypersensitive cells was analyzed by ANOVA applying the Tukey-
Kramer multiple-comparison test. Significantly different mean values (at 0.05 level) were 
marked by asteriscs in Figs. 2-5. 
 
Localisation of NO production by confocal microscopy 
Small pieces of Lactuca spp. leaf tissues were cut off plants or leaf discs incubated with either 
water or modulators of NO production, incubated in 20 µM solution of DAF-FM DA (4-amino-
5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetate) (Axxora, U.S.A.) for 30 min, washed with 
buffer and mounted in 20 mM K-phosphate buffer (pH 7.0) on microscopic slides and subjected 
to confocal laser scanning microscopy (Olympus Fluorview 1000 attached to inverted 
microscope IX81). Excitation was provided by the 488 nm line of an argon ion laser; a 505-nm 
dichroic filter and 519-nm longpass emission filter were applied to detect the signal. The base 
intensity of lasers was set according to samples from uninoculated plants at the beginning of 
each experiment. Negative controls were pre-treated with NO scavenger (0.1 mM c-PTIO) or 
NO synthase inhibitor (10 mM L-NAME) for 30 min prior to staining. The positive control was 
pre-incubated with a NO generator (0.1 mM SNP) (Piterková et al. 2009). 
 
Preparation of plant extracts 
Frozen leaf tissues were homogenized (1:2; w/v) with ice-cold 20 mM HEPES buffer, (pH 7.5), 
containing 2 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 0.5% polyvinylpolypyrrolidone 
(PVPP) and 10% glycerol in a chilled mortar. Prior to homogenisation, 5 mM dithiothreitol 
(DTT), 2 mM aprotonin and 2 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) were added to the 
extraction HEPES buffer. Leaf homogenates were centrifuged (16 000 × g, 15 min, 4 °C) and 
supernatants immediately used for the determination of NO production.  
 
Determination of NOS-like activity 
NOS-like activity in plant extracts was determined spectrophotometrically by an 
oxyhemoglobin method based on the reaction of NO with oxyhemoglobin to yield 
methemoglobin and nitrate (Hevel and Marletta 1994) as previously described in tomato 
(Piterková et al. 2009). The reaction medium contained 10 μM oxyhemoglobin, 1 mM L-Arg, 
1 mM CaCl2, 1 mM Mg2+, 1 μM calmodulin, 140 μM NADPH, 1 μM FAD, 1 μM FMN and 
10 μM tetrahydrobiopterin in 100 mM HEPES buffer, pH 7.5. Norvaline as a competitive 
inhibitor of potentially interfering arginase was added to give a final 1 mM concentration. 
Superoxide dismutase (50 U) and catalase (100 U) were added to prevent interference by O2

.- 
and/or H2O2. All measurements were performed at 37 °C and the absorbance was determined at 
λ = 401 nm on a microplate reader Synergy (Biotek, U.S.A.). The blank values were subtracted 
from all measured values (leaf extracts replaced by the same volume of buffer in the reaction 
mixture). For each variant, three measurements for each of the above mentioned three 
independent sets of samples were conducted, i.e. nine values were obtained. Data are presented 
as mean + standard deviation (SD). 
 
Rutin and quercetin content in leaves 
Leaf samples were frozen in liquid nitrogen and lyophilised. Dried leaf samples were pulverized 
in a chilled mortar and transferred to plastic microtubes. Samples were extracted with 2 ml of 
70% methanol by sonication (5 min) and incubation for 1h, followed by centrifugation (13000 × 
g, 10 min, RT). Supernatants of methanol extracts were transferred to clean microtubes 
and evaporated at 40 °C under a nitrogen stream. Samples were analysed by HPLC (system 
Gold; Beckman, U.S.A.) on HS PEG column (150×4 mm, 5 µm, Supelco, U.S.A.), using 
isocratic elution with the mobile phase 50% methanol in 0.1 M formic acid at 30 °C. The 
retention time of rutin and quercetin was 2.1 and 6.8 min, respectively. The amount of rutin and 
quercetin in leaf extracts was quantified using a calibration set of commercial rutin and 
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quercetin standards. Results were expressed as molar concentration per dry weight and represent 
mean of 9 measurements and standard deviation. 
 
Results  
 
Development of B. lactucae infection structures and reaction of Lactuca spp. tissues 
Germination and development of Bremia lactucae (race BL16) primary infection structures was 
studied on leaf discs incubated with solutions of compounds that influenced NO concentration 
within host tissues (Fig. 1). Pathogen spores usually germinate and form appressoria few hours 
after inoculation (Fig. 1a, b). Penetration of epidermal cell is followed by development of 
primary and secondary vesicles (Fig. 1c, e) and either 1/ further intercellular growth with 
abundant haustoria formation in susceptible host tissues (Fig. 1d); or 2/ cessation of pathogen 
growth in resistant plants often followed by hypersensitive reaction (Fig. 1f). 

 

 
 

Fig. 1 Infection structures of Bremia lactucae (race BL16) and response of Lactuca spp. tissues. a. 
Germination. b. Detail of germ tube with appressorium on L. virosa (NVRS 10.001 602) 24 hpi. c, d. 
Epidermal cells of susceptible L. sativa (UCDM2) penetrated by: c, primary infection structures 24 hpi 
and d, haustoria 168 hpi. e. Onset of hypersensitive reaction in L. saligna (CGN 05271) 48 hpi. f. Late 
stage of hypersensitive reaction in L. virosa (NVRS 10.001 602) 48 hpi. Infection structures: spore (S), 
germ tube (GT), appressorium (A), primary vesicle (PV), secondary vesicle (SV), intracellular hypha (IH), 
haustorium (H). The bar corresponds to 20µm. 
 

Pathogen germination on susceptible L. sativa (UCDM2) and resistant L. sativa (Mariska), 
L. saligna (CGN 05271) and L. virosa (NVRS 10.001 602) was recorded at 4 and 8 hpi (Fig. 2). 
Application of the NO donor SNP reduced conidial germination. Rutin had an even stronger 
inhibitory effect on germ tube formation in all genotypes, namely 4 hpi. Similarly, these 
compounds reduced the penetration rate in all genotypes from 8 hpi on (data not shown). The 
application of rutin had the opposite effect on L. saligna, where it intensified B. lactucae 
penetration 24 hpi (Fig. 3). The frequency of primary vesicles was increased in PTIO (a specific 
NO scavenger) - treated tissues, in all genotypes from 24 hpi (Fig. 3). The NOS inhibitor 
L-NAME and the NR inhibitor sodium tungstate had no significant effect on B. lactucae 
germination and primary vesicle development (Figs. 2, 3). 
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Fig. 2 Germination of B. lactucae (race BL16) conidiosporangia on leaf discs of Lactuca sativa 
(UCDM2, and Mariska), L. saligna (CGN 05271) and L. virosa (NVRS 10.001 602) incubated on 
distilled water (control) and solutions of substances modulating RNOS level (SNP, PTIO, rutin, L-NAME 
and sodium tungstate) 4 and 8 hpi. Data are given as mean+SD, n=15. 
 

 
 
Fig. 3 Penetration rate of B. lactucae (race BL16), expressed as percentage of epidermal cells in contact 
with pathogen that contained primary vesicles. Leaf discs of Lactuca sativa (UCDM2, and Mariska), 
L. saligna (CGN 05271) and L. virosa (NVRS 10.001 602) incubated on distilled water (control) and 
solutions of substances modulating RNOS level (SNP, PTIO, rutin, L-NAME and sodium tungstate) are 
compared 24 and 48 hpi. Data are given as mean+SD, n=15.  

 
Development of secondary vesicles was not affected by PTIO; all other compounds 

delayed growth and decreased frequency of secondary vesicles, especially in L. sativa genotypes 
(Fig. 4). The strongest effect was recorded for rutin and SNP both 24 and 48 hpi. Additionally, 
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variation in expression of HR (Fig. 1e, f) was evaluated by light microscopy in all samples. 
Significant differences were recorded only for L. virosa (NVRS 10.001 602) 48 hpi, as 
presented in Fig. 5. The proportion of infection sites with hypersensitively responding cells 
(Fig. 5a) was significantly lowered by application of SNP, PTIO, L-NAME and strongest by 
rutin. The average number of cells per HR (Fig. 5b) was increased by the enzyme inhibitors. 

 

 
 

Fig. 4 Proportion of epidermal cells with developed secondary vesicle of B. lactucae (race BL16). Data 
recorded for leaf discs of Lactuca sativa (UCDM2, and Mariska), L. saligna (CGN 05271) and L. virosa 
(NVRS 10.001 602) incubated on distilled water (control) and solutions of substances modulating RNOS 
level (SNP, PTIO, rutin, L-NAME and sodium tungstate) are compared 24 and 48 hpi. Data are given as 
mean+SD, n=15. 
 

 
 

Fig. 5 L. virosa (NVRS 10.001 602)-B. lactucae (race BL16) interaction 48 hpi: a, proportion of infection 
sites with hypersensitive response of epidermal cells; b, average number of cells per HR. Leaf discs were 
incubated on distilled water (control) and solutions of substances modulating RNOS level (SNP, PTIO, 
rutin, L-NAME and sodium tungstate). Data are given as mean+SD, n=45. 
 
Histochemical localization of NO in inoculated leaves 
Localization of nitric oxide within tissues of Lactuca spp. and infection structures of Bremia 
lactucae (race BL16) was studied by confocal laser scanning microscopy following staining 
with the fluorescent probe DAF-FM DA (Fig. 6). Production of NO was observed in the 
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infection structures of B. lactucae grown both on susceptible and resistant genotypes, although 
these differed in timing of the pathogen development. An intensive signal in the tip of the germ 
tube and appressorium (Fig. 6a) indicates an essential role of the molecule in the process of 
pathogen infection structures growth and penetration. A weaker NO signal was detected also in 
developing primary and secondary vesicles (Fig. 6f), intracellular hyphae and in haustoria on 
susceptible L. sativa (UCDM2) (Fig. 6d). In L. virosa (NVRS 10.001 602), a genotype with an 
abundant hypersensitive response, NO was frequently localized in penetrated cells undergoing 
HR before occurrence of detectable necrosis (Fig. 6b, c). 

 

 
 

Fig. 6 Nitric oxide production in lettuce downy mildew and challenged host epidermal cells visualized by 
confocal laser scanning microscopy. a. During germination the signal for NO was detected in B. lactucae 
germ tubes and appressoria, L. virosa (NVRS 10.001 602) 24 hpi. b, c. In resistant genotypes NO 
accumulates in pre-necrotic cells 24hpi: b, L. saligna (CGN 05271); c, L. virosa (NVRS 10.001 602). d. 
Interestingly, signal for NO was found in epidermal cells of susceptible L. sativa (UCDM2) stressed by 
formation of pathogen haustoria 168 hpi. e. At late stages of infection the autofluorescence of infection 
structures within HR co-localized with f, a signal of NO-sensitive fluorescent dye DAF-FM DA, L. virosa 
(NVRS 10.001 602) 168 hpi. Infection structures: spore (S), germ tube (GT), appressorium (A), primary 
vesicle (PV), secondary vesicle (SV), intracellular hypha (IH), haustorium (H). Bar corresponds to 20µm. 

 
Changes of NOS-like activity in leaves inoculated by B. lactucae 
NOS-like activity was determined as L-arginine and NADPH-dependent NO production by the 
oxyhemoglobine method in extracts of 4th-6th youngest plant leaves during 216 hpi (Fig. 7). Four 
Lactuca spp. genotypes involved in our study were characterized by differential basal levels of 
NOS-like activity. The highest activity was found in non-infected plants of the resistant 
genotypes of L. virosa (NVRS 10.001 602) and L. saligna (CGN 05271) whereas almost no 
activity was detected in L. sativa genotypes 0 hpi (Fig. 7). Following inoculation, a rapid 
increase in NOS-like activity was recorded in L. virosa (NVRS 10.001 602), to 300% of 
constitutive level at 4 and 8 hpi. The activity rapidly decreased from 24 hpi to the level of 
uninoculated plants. The resistant L. sativa (Mariska) displayed an increased activity of 
NOS-like enzyme upon inoculation with a maximum between 48-168 hpi. On the other hand, 
the NOS-like activity in resistant L. saligna (CGN 05271) with reduced hypersensitivity 
moderately increased at 4 hpi but was lower again at later stages of infection process. Minor 
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fluctuation of NOS-like activity characterized also susceptible L. sativa (UCDM2), with 
moderate increase between 4-24 hpi and 72-216 hpi. 

 
 

Fig. 7 Changes in NOS-like activity in leaves of Lactuca spp. plants infected with B. lactucae (BL 16) 
during 216 hpi. Data are given as mean+SD, n=9. 
 

 
Fig. 8 Content of rutin (a) and quercetin (b) in leaf extracts from plants infected with B. lactucae (BL 16) 
(grey column) during 216 hpi. Controls are non-infected plants 0 hpi (black column). Data are given as 
mean+SD, n=9. 
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Rutin and quercetin content in leaves 
Contents of rutin and its aglycone form, flavonol quercetin, were determined by HPLC analysis 
in leaf extracts of Lactuca spp. plants during 216 h following inoculation by B. lactucae. The 
highest level of rutin and quercetin, 2.4 and 7.5 mmol/g FW, respectively, was detected in leaf 
tissues of L. virosa (Fig. 8). Rutin content decreased 24 hpi, however, increased during 
48-216 hpi. Susceptible L. sativa (UCDM2) was characterized by rather low constitutive level 
of both compounds which increased at late stages of infection, 216 hpi. During pathogenesis of 
B. lactucae on resistant L. sativa (Mariska) the content of both substances gradually decreased 
to approx. 50% amount at 216 hpi. Intermediate levels of rutin and quercetin were found in 
intact tissues of L. saligna (CGN 05271) which increased in infected plants starting at 24 hpi 
and peaking at 48 hpi (Fig. 8). 
 
Discussion 
Histological and biochemical features of the Lactuca spp.-Bremia lactucae interaction, a model 
plant-biotrophic oomycete pathosystems, have been studied intensively in our laboratory for 
two decades (Lebeda et al. 2001, 2002, 2008b). It is a well accepted fact that spore germination 
of the pathogen isolates reaches the highest rate on genotypes of the original host plant species 
(e.g. Sedlářová et al. 2001). Thus, in the present study almost 100% of the conidiosporangia of 
B. lactucae (race BL16) germinated on lettuce leaf tissues (cvs. UCDM2 and Mariska), whereas 
on wild Lactuca spp. plants, L. saligna (CGN 05271) and L. virosa (NVRS 10.001 602), the 
number was reduced to approx. 60%. B. lactucae germ tubes also had a reduced length on the 
wild Lactuca spp. compared to L. sativa genotypes and the interspecific breeding lines (Lebeda 
and Pink 1998), and significant differences in the length of germ tubes between seedlings and 
adult plants of L. sativa were described (Lebeda and Reinink 1991). This can be explained by 
leaf surface characteristics (composition of waxes, abundance of trichomes) that modify 
attachment of spores and shorten water availability for their germination (Lebeda et al. 2001).  

Although oxidative processes are considered as vital for plant resistance, including Lactuca 
spp. (reviewed in Lebeda et al. 2008b), the importance of NO and ROS for oomycete 
pathogenesis has not been reported in detail yet. In previous work (Petřivalský et al. 2007) we 
found that the processes localized outside of the leaves, e.g. germination and appressoria 
formation are affected by the compounds infiltrated into leaves to a limited extent. Here, we 
report that the number of germ tubes was significantly decreased only in tissues treated with 
rutin 4 hpi. During penetration, the local concentrations of NO and ROS change due to a release 
by both pathogen infection structures and host cells. Application of a NO donor or a strong 
antioxidant (rutin) reduced the development of primary as well as secondary vesicles. The only 
exception was an increase of the downy mildew penetration rate in L. saligna upon rutin 
treatment. On the opposite, lower NO concentrations after PTIO application led to an increase in 
frequency of primary vesicles.  

The response of the individual lettuce genotypes to B. lactucae (race BL16) infection was 
reported in a previous study (Sedlářová et al. 2001), where initiation of the HR was shown to 
correlate with pathogen developmental stages rather than with real time of pathogenesis. Here 
we show that application of NO level modulators mainly altered the response of plant genotypes 
with a pronounced HR response, i.e. L. virosa (NVRS 10.001 602). NO level modulators 
lowered the proportion of infection sites with HR but had only a minor effect on the extent of 
the HR (Fig. 5). The synergistic action of NO and H2O2 is believed to orchestrate the HR and 
restrict pathogen invasion (Zaninotto et al. 2006), although the interactions between NO and 
ROS are still a matter of discussion (Delledonne et al. 2003; Wilson et al. 2008). Interaction of 
NO and H2O2 leads to the production of either highly reactive singlet oxygen or hydroxyl 
radicals, both of which can induce the processes of cell death. Reaction of NO with O2

- leads to 
the formation of a strong oxidant compound, peroxynitrite (ONOO-; Saito et al. 2006). 
Accumulation of superoxide has not been recorded in the Lactuca spp.-B. lactucae interactions, 
however, H2O2 production colocalizes with NO (Sedlářová et al. 2007). Excess amounts of 
antioxidant, in the form of rutin solution applied to leaf tissues, diminished the HR in L. virosa 
and concurrently retarded pathogen growth. A spectrum of methodological approaches to study 
NO is available although the specificity of some is not yet clear (Miller and Chang 2007; 
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Vandelle and Delledonne 2008). We localized NO in the infected cells of resistant Lactuca spp. 
before expression of symptoms as visualized by DAF FM-DA staining (Fig. 6b-d) which is in 
agreement with previous experiments based on application of the most sensitive assays 
(reviewed by Mur et al. 2006). This early NO burst has been reported to precede H2O2 
generation, and in a plant-powdery mildew model it occurred about 6 h before the first visible 
signs of cell death (Mur et al. 2006). There are indications that NO can affect the generation of 
ROS, which are closely associated with the HR in plants. Zeier et al. (2004) demonstrated that 
the pathogen-challenged nitric oxide dioxygenase transgenic lines of Arabidopsis exhibited not 
only reduced NO generation, but also a reduced oxidative burst (decreased H2O2 levels) and a 
blockage of phenylalanine ammonia lyase expression in incompatible interactions with 
Pseudomonas syringae. Interestingly, NO can influence apoptosis at many points and can be 
either pro- or anti-apoptotic. In plants, there have also been reports of NO suppressing cell death 
(Bethke et al. 2004). The relative concentrations of particular ROS and NO appear to be vital in 
the initiation or suppression in cell death. Our results confirm the need for NO in plant race-
specific defence to oomycetes. However, no activation of host NO production has been found in 
interactions between animals and pathogenic oomycetes (Phillips et al. 2008).  

Recently, a special emphasis has been put on approaches taking into account the life 
strategy of pathogens because huge differences exist in pathogen biology, physiology, 
toxicology and the reactions of host plants (Glazebrook 2005). Nitric oxide was shown to 
participate not only in plant resistance to biotrophic pathogens but also to necrotrophs. NO and 
oxidative bursts were induced during compatible interaction of Nicotiana benthamiana with the 
necrotrophic fungal pathogen Botrytis cinerea. NO was shown to play a pivotal role also in 
basal defence against B. cinerea and PR-1 gene expression in N. benthamiana. By contrast, 
ROS had a negative function in resistance, i.e. had a positive role in expansion of disease 
lesions during the B. cinerea–N. benthamiana interaction (Asai and Yoshioka 2009). 

Both partners in plant-fungus interactions have been shown to produce NO (Mur et al. 
2006; Prats et al. 2008), thus, we expected a similar phenomenon in oomycete pathogenesis. 
Our experiments showed a strong signal for NO in the apical parts of B. lactucae mycelium, tips 
of germ tubes and appressoria, which is prerequisite for penetration (Fig. 6a). In compatible 
interactions NO was detected also in haustoria (Fig. 6d) which indicates an involvement of NO 
in pathogen development. Sources of NO in oomycetes have not been studied but the presence 
of an enzyme similar to NOS is highly probable. Nevertheless, one methodological aspect of 
our work may be a matter of discussion. We are aware that we measured NOS-like activity in 
extracts of infected leaves that covers the enzyme activity from both organisms. However, 
B. lactucae is biotrophic endoparasite which makes its cultivation or detachment off infected 
tissues impossible (Lebeda et al. 2008b). Thus, we presume that application of constant 
inoculum concentration and standard cultivation conditions diminished the variation among 
genotypes. On the other hand, the influence of pathogen-derived enzyme activity might increase 
with increasing pathogen biomass during infection, especially in the susceptible genotype 
L. sativa (UCDM2) or the resistant L. saligna (CGN 05271), where B. lactucae (BL16) is 
arrested at later stages of development (Sedlářová et al. 2001). However, tissue and cell 
responses of non-host resistance of L. saligna accessions (Lebeda et al. 2001, 2002) are 
different from race-specific and field resistance of L. sativa (Lebeda and Reinink 1994). In 
L. saligna (CGN 05271) at 48 hpi significantly lower frequencies of hyphae and haustorium 
formation were observed, however, higher a frequency of HR in infection sites, in comparison 
with susceptible L. sativa (Lebeda and Reinink 1994). Nevertheless, there is also a large 
variation in formation and development of infection structures and tissue response in different 
accessions of L. saligna (Lebeda and Pink 1998; Lebeda and Reinink 1994; Lebeda et al. 2006) 
showing delicate differences in metabolic pathways (including ROS and RNS metabolism) in 
individual host genotype-pathogen race interactions (Sedlářová et al. 2007) primarily due to the 
genetic background of these interactions (Zhang et al. 2009). 

 Our results suggest that plants use multiple ways for the synthesis of NO, the critical 
molecule in plant-pathogen communication. Nitric oxide (NO) is a highly diffusible and short-
lived physiological messenger. Despite its diffusible nature, NO modifies thiol groups of 
specific cysteine residues in target proteins and alters protein function via S-nitrosylation. 
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Tyrosine nitration of proteins by NO was recently reported to be increased in susceptible but not 
in the resistant cultivar of sunflower following downy mildew (Plasmopara halstedii) infection. 
Therefore, post-translational protein modifications were proposed as a marker of nitrosative 
stress in the plant–pathogen interaction (Chaki et al. 2009). 

External application of rutin had a striking impact on B. lactucae development so we 
analyzed the in planta concentrations among Lactuca spp. genotypes. Rutin, a plant flavonoid 
glycoside with antioxidant properties utilized in human medicine, is composed of flavonol 
quercetin and the disaccharide rutinose. Rutin helps to maintain levels of the biological 
antioxidant reduced glutathione. Importantly, following nitrosation, both molecules may 
become pro-oxidants (Laughton et al. 1989). Only minor increases in levels of both rutin and 
quercetin in L. saligna tissues were recorded. Generally, there is no need to overstimulate the 
antioxidant machinery in this genotype characterized by reduction of downy mildew without 
large expression of HR (Lebeda and Pink 1998; Lebeda and Reinink 1994; Sedlářová et al. 
2001). On the opposite, L. virosa is generally showing a high proportion of infection sites with 
HR (Lebeda and Pink 1998; Lebeda et al. 2006), expressed also phenotypically as tissue 
necrosis (Lebeda et al. 2002; Norwood et al. 1981). Tissues of this species are rich in both rutin 
and quercetin as there is a necessity to protect tissue surrounding HR cells. Higher levels of both 
antioxidants were found in the resistant cv. Mariska that decreased during the course of downy 
mildew infection. In the susceptible cv. UCDM2, an increase was found very late after 
inoculation (216 hpi), probably induced in order to buffer oxidative stress linked to B. lactucae 
intercellular growth. Our results show evidence for a dual (dose-dependend and balanced) role 
of NO and ROS in this host-pathogen interaction, summarized as follows. In L. virosa (NVRS 
10.001 602) high levels of rutin together with phenolic acids (Grúz and Sedlářová, 
unpublished), and peroxidase activity (Sedlářová et al. 2007) are important components of 
resistance mechanisms that buffer oxidative molecules released in relation to: 1/ B. lactucae 
penetration of epidermal cells to limit formation of infection structures; 2/ the onset of HR 
following B. lactucae recognition in the cytoplasm. Intensive hydrogen peroxide release in 
L. virosa leads to HR which often involves more than one cell from not only epidermal but also 
mesophyll tissue, in comparison to other resistant Lactuca spp. genotypes (Lebeda and Pink 
1998; Lebeda et al. 2006; Sedlářová et al. 2001). On the other hand, still little is known about 
the physiology and biochemistry of resistance mechanisms of L. saligna to downy mildew, 
which is primarily characterized by limited HR (Lebeda and Reinink 1994; Lebeda et al. 2001, 
2002) and minor changes in all of parameters investigated so far (Sedlářová et al. 2007; this 
paper). However, recent genetic investigations suggest that non-host resistance in L. saligna is 
the results of cumulative effects of many QTLs (at least 15) differentially operating at various 
developmental stages (Zhang et al. 2009). This is also supporting our recent biochemical data 
and their variation. 

In many plants, resistance has been associated with a higher activity of antioxidant 
enzymes (peroxidase, catalase, superoxiddismutase) or antioxidant substances (Bolwell 
and Daudi 2009). However, there is no such direct link between any of the above-mentioned 
traits and susceptibility/resistance in Lactuca spp.-B. lactucae. Lettuce genotypes differ from 
other wild relative Lactuca spp. in many physiological features (Lebeda et al. 2008b). These 
differences demand further detailed study of specific host-pathogen interactions and various 
developmental stages. HR-based resistance in L. virosa as well as non-HR resistance in 
L. saligna is promising alternatives to be utilized in lettuce resistance breeding (Lebeda et al. 
2009). 
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5. Kombinace teplotního stresu a patogeneze   
 

Na rostliny často působí současně různé abiotické a biotické stresové faktory. Jedním 

z nejdůležitějších vnějších fyzikálních faktorů ovlivňujících vývoj a růst rostlin je teplotní a 

chladový stres. Vystavení rostlin těmto stresovým podmínkám vede ke zvýšení tvorby 

reaktivních forem kyslíku a dusíku. Důsledkem vystavení rostlin chladovému stresu je 

zpomalení metabolismu, a modifikace membránových lipidů a dalších důležitých molekul. Za 

chladných a mrazivých podmínek byla také pozorována změna exprese některých genů a 

detekována syntéza nových proteinů zahrnutých v rezistenci rostlin vůči těmto stresům (Foyer 

et al., 2002; Thomashow, 1999).   

  Teplotní stres spolu s dalšími stresy způsobuje denaturaci nebo agregaci proteinů 

vedoucí až k buněčné smrti a indukuje zvýšenou expresi "heat shock" proteinů (Hsp) (Lindquist 

& Craig, 1988; Parsell & Lindquist, 1993). Většina Hsp je v živých organismech přítomna 

konstitutivně. Zvýšenou produkci Hsp indukují různé podněty, např. přírodní nebo stresové 

podmínky (vysoké teploty, těžké kovy nebo detergenty) nebo patofyziologické podmínky 

(virová infekce). U vyšších rostlin je produkce Hsp indukovaná teplotami kolem 38 – 40 °C 

(Iba, 2002). Heat shock proteiny, jejichž zvýšená produkce je charakteristická pro teplotně 

stresované organismy, působí v regulaci membránové fluidity a homeostáze proteinů a 

v ochraně před buněčnou smrtí (Parsell & Lindquist, 1993). Hsp fungují jako molekulární 

chaperony, které jsou důležité pro správné posttranslační složení proteinů, a stimulují opravné 

mechanismy. Spolu s Hsp jsou v rostlinné obranné reakci na teplotní stress exprimovány také 

LEA proteiny, dehydriny a ubiquitin (Huang & Xu, 2008). Vysoká teplota u rostlin indukuje 

oxidativní stress jako důsledek akumulace ROS a RNS (Larkindale & Knight 2002; Vacca 

et al., 2004). Vyšší obsah NO byl pozorován v buňkách listů tabáku vystaveného vysoké teplotě 

(Gould et al., 2003). Vliv krátkodobého teplotního stresu na zvýšenou produkci NO byl také 

zaznamenán u vojtěšky (Leshem, 2001). Byla navržena role NO jakožto signální molekuly 

aktivující obranný antioxidační systém v obraně rostlin vůči oxidativnímu stresu vyvolanému 

teplotním stresem (Song et al., 2006).  

Hsp jsou klasifikovány do pěti tříd na základě jejich molekulové hmotnosti: Hsp100, 

Hsp90, Hsp70, Hsp60 a nízkomolekulární Hsp (Becker & Craig, 1994; Raška & Weigl, 2005; 

Wang et al., 2004). Hsp70 patří mezi jedny z nejdůležitějších stresových proteinů indukovaných 

teplotním stresem, hrají totiž roli v ochraně proteinů před agregací, jsou zapojeny do skládání 

proteinů a tvorby jejich nativní konformace. Hsp70 se účastní transportních procesů, usnadňují 

proteolytickou degradaci nestabilních proteinů jejich nasměrováním do lysosomů nebo 

proteasomů (Frydman, 2001; Hartl, 1996; Iba, 2002). Řada proteinů Hsp70 rodiny je zapojena 

do transportu a translokace proteinů do chloroplastů a mitochondrií (Huang et al., 1999; Zhang 

& Glaser, 2002) a do mezibuněčného přenosu proteinů přes plasmodesmata (Aoki et al., 2002). 
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5.1 Výsledky 
Výsledky jsou detailně prezentovány formou článku, který tvoří přílohu 5. 

 

Druhý tématický projekt řeší problematiku reakce rostlin vystavených působení 

současnému, případně následnému vlivu různých stresových faktorů. Po vystavení genotypů 

S. lycopersicum cv. Amateur a S. chmielewskii krátkodobému působení teplotního stresu byly 

rostliny, případně listové disky inokulovány patogenem O. neolycopersici. Zaměřili jsme se na 

detekci vlivu teplotního stresu a patogeneze na produkci signálních molekul NO a H2O2 a 

Hsp70. Dále byl studován vliv modulátorů koncentrace ROS a RNS na reakci rostlin (produkci 

Hsp) vystavených působení daných stresových faktorů. Získané výsledky byly sepsány formou 

článku a jsou připraveny k odeslání do redakce (viz. Příloha 5). 

Experimenty byly provedeny na listových discích na základě metodických postupů 

realizovaných ve fytopatologických laboratořích, umožňujících aplikaci testovaných látek 

k listovému pletivu. Vliv mechanického poškození pletiva při přípravě listových disků byl 

testován v experimentu porovnávajícím produkci Hsp70 po aplikaci krátkodobého teplotního 

stresu u intaktních rostlin a listových disků. V případě listových disků byl detekován nárůst 

produkce Hsp70 jako důsledek mechanického poškození rostlinného pletiva. Po aplikaci 

teplotního stresu byl zaznamenán další významný nárůst produkce Hsp70. Metodou Western 

blot byl prokázán vliv abiotického stresu, biotického stresu a jejich kombinace a regulační vliv 

koncentrace ROS a RNS na expresi Hsp70. Během experimentu byly detekovány dva proteiny 

Hsp70 rodiny lišící se molekulovou hmotností: teplotně-inducibilní protein Hsp72 a 

konstitutivně exprimovaný protein Hsp75. Vlivem mechanického poškození a patogeneze 

docházelo ke zvýšení exprese Hsp75, teplotní stres aktivoval zejména produkci Hsp72. Byla 

nalezena korelace mezi působením ROS a RNS a expresí Hsp70. 
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6. Studium úlohy reaktivních forem kyslíku a dusíku při 

regeneraci protoplastů a obranné reakci vyvolané 

působením těžkých kovů  
 

Protoplast je rostlinná buňka zbavená buněčné stěny. Protoplasty mohou být izolovány 

mechanicky nebo enzymaticky (Davey et al., 2005; Navrátilová, 2004). K enzymatické 

degradaci buněčné stěny slouží zejména celulasy (EC 3.2.1.4) a hemicelulasy (EC 3.1.1.73), 

které rozruší vlastní buněčnou stěnu, a pektinasy (EC 3.2.1.15) zajišťující rozpuštění střední 

lamely a tím rozpad pletiva na jednotlivé buňky (Davey et al., 2005; Navrátilová, 2004). K 

izolaci protoplastů lze použít také macerozym R-10 (směs pektinasy, celulasy a hemicelulasy) 

(Navrátilová, 2004) a driselasu (EC 3.2.1.23) (Gajdová et al., 2007). Protoplasty je možno 

izolovat z různých rostlinných pletiv a orgánů, všechny buňky v rostlinném organismu jsou 

totipotentní. Nejvhodnějším zdrojem buněk pro protoplastové kultury jsou však málo 

diferenciované buňky, např. embryonální nebo meristematické (Petřek et al., 2006; Davey et al., 

2005). Úspěšnost izolace protoplastů je ovlivněna řadou faktorů. Patří mezi ně např. rostlinný 

materiál (druh, kultivar) a jeho fyziologický stav, teplota, složení enzymatických směsí, doba 

působení enzymů, pH a osmotické podmínky během izolace (Navrátilová, 2004; Davey et al., 

2005). Proces regenerace rostlin z izolovaných protoplastů zahrnuje tři na sebe navazující fáze: 

fáze iniciační, diferenciační a kořenící. Tyto fáze jsou definované složením kultivačních médií 

s rozdílným obsahem auxinů, cytokininů a osmotik (Nagata & Takebe, 1971). Protoplasty 

buněk jsou ve fázi G0. K jejich navrácení do buněčného cyklu je třeba specifických podnětů 

fyzikálního nebo chemického charakteru (např. složení média – vhodná koncentrace růstových 

látek). Tyto podněty mohou být příčinou, proč se nedaří vždy indukovat buněčné dělení 

(Navrátilová, 2003). 

Protoplasty mají po jejich izolaci a následné kultivaci schopnost dediferenciace, mohou 

znovu vstoupit do buněčného cyklu, a poté proliferovat nebo se regenerovat v různé orgány, 

nebo dát vzniknout novým rostlinám (Grafi, 2004; Davey et al., 2005). Dediferenciace 

protoplastů je charakterizována rovnováhou mezi rozvolněnou a kondenzovanou 

(heterochromatinem) částí genomu. Dekondenzace heterochromatinu protoplastů Arabidopsis je 

doprovázena strukturním uvolněním centromerních (180bp), pericentromerních a 5S rDNA 

repeticí, a také transpozonů lokalizovaných na chromocentrech listů (Tessadori et al., 2007). 

Přestože dekondenzace heterochromatinu v protoplastech byla již popsána (Tessadori et al., 

2007; Ondřej et al., 2009), důvody této relaxace (plus proces rekondenzace a vliv na 

diferenciaci protoplastů) jsou stále předmětem debaty. 
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Rostlinné protoplasty představují unikátní a jednoduchý buněčný systém, který je 

vhodný pro výzkum v mnoha oblastech moderní biotechnologie. Nejčastěji jsou protoplastové 

kultury využívány např. při studiu syntézy buněčné stěny a transportu přes buněčnou stěnu. 

Používají se také při somatické hybridizaci (fúze protoplastů), inkorporaci exogenního 

genetického materiálu (cybridizace) nebo genové transformaci rostlin (Navrátilová, 2004; 

Davey et al., 2005). Rostlinné protoplasty jsou také používány při studiu abiotického stresu, 

např. stresu těžkými kovy (Parys et al., 1998), teplotního (Dong et al., 2007) a salinitního stresu 

(Lynch et al., 1989). Čerstvě izolované protoplasty byly také využívány jako univerzální 

buněčný systém pro studie mechanismů buněčné signalizace u rostlin (Sheen, 2001).  

Protoplastové kultury byly již připraveny z řady druhů jednoděložných i dvouděložných 

rostlin (Davey et al., 2005). Rod Cucumis zahrnuje několik agronomicky důležitých plodin, 

které by mohly využívat vlastností jiných divokých druhů Cucumis spp.. Kvůli velkému 

množství problémů však běžné křížení u nich není možné. Použití somatické hybridizace pro 

tok genů mezi druhy je závislé na schopnosti protoplastů regenerovat buněčnou stěnu, podléhat 

buněčnému dělení a regenerovat se v rostlinu. Na rozdíl od rodů Solanum a Brassica, u kterých 

byl potvrzen přenos rezistence nebo nových kvalitativních vlastností u somatických hybridů, 

byly pokusy použití této metody u Cucurbitaceae pro přenos rezistence z divokých druhů 

značně neúspěšné (Lebeda, 1999). Jedním z důvodů tohoto neúspěchu může být během 

kultivace nebo izolace protoplastů vznikající oxidativní stres (Papadakis & Roubelakis-

Angelakis, 2002). 

 

Životní prostředí dnes obsahuje velké množství toxických látek. Kadmium, rtuť 

a jiné kovy, unikající z průmyslových provozů, znečišťují vodu, půdu i vzduch. Rostliny jsou 

tak vystaveny vyšším koncentracím kovů, což ovlivňuje jejich růst a produktivitu. Aby rostliny 

přežily v prostředí těžkých kovů vyvinuly různé adaptační mechanismy. Rostlinné strategie, jak 

omezit fytotoxicitu těžkých kovů zahrnují snížení příjmu kovových iontů, jejich uložení do 

vakuoly, chelataci s proteiny bohatými na cystein jako jsou fytochelatiny nebo metalothioneiny, 

nebo oprava poškozených buněčných složek (Clemens, 2001; Hall, 2002; Wang et al., 2004). 

Kadmium je neesenciální kov známý svým silným fytotoxickým účinkem. Rostliny mohou 

kadmium přijímat velmi rychle přes Ca2+ kanály nebo přenašeče (Clemens, 2001) nebo 

přenašeče jiných kovů, např. zinku (Korshunova et al., 1999). V buňce je kadmium 

akumulováno ve vakuole nebo okolí buněčné stěny (Ma et al., 2005; Ramos et al., 2002). 

Kadmium ovlivňuje příjem vody a živin z půdy, otevírání stomat a aktivitu fotosyntetického 

aparátu (Clemens, 2006). Kadmium je také schopné vytěsnit vápenaté ionty z kalmodulinu a 

interferovat tak s buněčnou signální kaskádou (Rivetta et al., 1997). Jedním z předpokládaných 

mechanismů toxicity kadmia je zvýšena produkce ROS a oxidativní stres. Indukce oxidativního 
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stresu kadmiem zahrnuje zvýšenou produkci peroxidu vodíku a superoxidu a podporu lipidové 

peroxidace (Garnier et al., 2006; Kopyra et al., 2006; Rodríguez-Serrano et al., 2006). 

 

6.1 Výsledky 
Výsledky jsou detailně prezentovány formou článků, které tvoří přílohy 6, 7 a 8. 

 

Experimenty v rámci tohoto projektu, který řeší problematiku úlohy ROS a RNS při 

regeneraci protoplastů a vlivu toxických kovů na buněčnou suspenzi, byly realizovány na 

modelovém systému Cucumis sativus. Úloha NO v regeneračním procesu protoplastů byla 

studována s využitím modulátorů koncentrace aktivních forem kyslíku a dusíku v kultivačním 

mediu. Byla prokázána účast RNS a ROS při regeneraci protoplastů C. sativus a úzký vztah 

mezi produkcí oxidu dusnatého a tvorbou RNS a ROS. Při vyšších koncentracích NO byl 

pozorován jeho antioxidační účinek. Intenzivní tvorba mikrokalusů byla detekována v 

kultivačním mediu se sníženou hladinou NO. Z dosažených výsledků je zřejmý regulační vliv 

NO na regenerační proces po izolaci protoplastů a na intenzitu buněčného dělení. Získané 

výsledky byly sepsány formou článku a jsou připraveny k odeslání do redakce (viz. Příloha 6). 

V rámci řešení disertační práce jsem se také zapojila do studie vlivu oxidativního stresu 

na rekondenzaci repetitivních sekvencí v jádru rostlinného protoplastu. V tomto experimentu 

byla vedle porovnávání hladiny rekondenzace chromatinu s úrovní oxidativního stresu, 

ovlivněného aplikací antioxidantů případně schopnostmi aktivace antioxidačních systémů 

protoplastů během prvních 72 hodin jejich kultivace, sledována také de- a re-kondenzace 

satelitní DNA typu I a 5S rDNA repetitivních sekvencí. Bylo demonstrováno, že kultivace 

protoplastů s kyselinou askorbovou nejen snížila hladinu oxidativního stresu, ale také pozitivně 

stimulovala expresi askorbátperoxidasy a katalasy, vedla k větší rekondenzaci chromatinu ve 

srovnání s protoplasty kultivovanými bez kyseliny askorbové, a navíc také podporovala 

buněčnou proliferaci. Z výsledků vyplývá, že rozsáhlá relaxace genomu je spíše spojená 

s oxidativním stresem než s rozsáhlými změnami genové exprese. Výsledky této studie byly 

publikovány v časopise Journal of Experimental Botany (viz. Příloha 7).  

Dále byla studována role ROS a RNS v reakci buněčné suspenze C. sativus na 

přítomnost kadmia v růstovém mediu. Zkoumali jsme produkci RNS a ROS a vliv látek 

známých jako modulátory koncentrace RNS a ROS na růst a životnost buněk okurky seté. 

V ranné fázi reakce buněk vystavených působení kadmia byla pozorována zvýšená produkce 

RNS a ROS a intenzivní buněčná smrt. Po delším vystavení buněk působení kadmia došlo 

k poklesu produkce RNS a ROS. Kadmiem indukovaný nárůst produkce NO byl lokalizován 

v chloroplastech a ROS zejména v cytoplasmě. Pro stanovení zapojení RNS a ROS v  reakci 

buněk C. sativus na stres kadmiem byl použit lapač NO cPTIO, inhibitor NO synthasy 
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L-NAME a donor NO GSNO. Pozorované změny životnosti a růstu buněk nebyly přímo 

spojeny se změnami produkce RNS a ROS. Dlouhodobé vystavení působení kadmia inhibovalo 

buněčné dělení a dediferenciaci. Zvýšená produkce NO patří k ranným reakcím rostlinných 

buněk vystavených kadmiu a je spojena s činností enzymu s NO synthasovou aktivitou. 

Výsledky této studie potvrzují roli NO jakožto mediátora signalizace a odezvy rostlinných 

buněk na krátkodobé a dlouhodobé působení kadmia. Naše poznatky také přispívají 

k porozumění fytotoxicity kadmia a mechanismům účinku kadmia na růst a vývoj rostlinných 

buněk. Výsledky získané v tomto experimentu byly sepsány formou článku a jsou připraveny 

k odeslání do redakce (viz. Příloha 8). 
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7. Role oxidu dusnatého v procesu klíčení v prostředí 

salinitního a osmotického stresu  
 

Stres ze sucha (také osmotický stres) je jedním z faktorů negativně ovlivňujících 

produktivitu zemědělských plodin. Klesající vakuolární turgor indukuje syntézu ABA, která 

následně stimuluje produkci NO v buňkách průduchů. U některých rostlinných druhů způsobila 

aplikace donoru NO uzavření průduchů, což vedlo ke snížení transpirace (Garcia-Mata 

& Lamattina, 2001). Je pravděpodobné, že v procesu uzavírání průduchů NO nefunguje sám, ale 

interaguje s dalšími signálními molekulami (např. H2O2). Existují důkazy o tom, že interakcí 

ROS s NO dochází k indukci biosyntézy ABA (Neill et al., 2003). Aktivita 

NADPH-dependentní oxidasy (EC 1.6.3.1) indukovaná kyselinou abscisovou byla spojena 

s nárůstem koncentrace ROS v kukuřici během osmotického stresu (Jiang & Zhang, 2002), což 

demonstruje úzký vztah mezi ABA, ROS a NO. Další faktor negativně ovlivňující pěstování 

plodin je salinitní stres. Je způsoben vysokou koncentrací soli v růstovém mediu (Rao et al., 

2002). Zvýšená produkce NO v buněčné suspenzi tabáku vystaveného působení osmotického 

stresu, salinitního stresu, vysokých teplot a nadbytku světla byla prokázána s využitím světelné 

mikroskopie. Výsledky experimentu s kalusy dvou druhů rákosu lišících se salinitní tolerancí 

naznačují, že NO slouží jako signál v indukci salinitní rezistence, která vykazuje vyšší poměr 

K+:Na+ iontů (K+ je méně toxický než Na+). Tento nárůst je vysvětlen vyšší aktivitou 

membránové H+-ATPasy (EC 3.6.3.7), která se podílí na transportu iontů do rostliny (Zhao 

et al., 2004).  

Jak předčasné klíčení, tak prodloužená dormance jsou nevhodné pro plodiny vyrůstající 

ze semen. Výzkum semen různých druhů naznačuje, že NO je složkou signální sítě, která 

kontroluje dormanci semen. Je také známo, že dormanci a klíčení semen mohou ovlivnit 

rostlinné hormony. Např. ABA inhibuje klíčení (Gubler et al., 2005), zatímco kyselina 

giberelová (GA) klíčení podporuje (Zentella et al., 2002; da Silva et al., 2004). Aplikace donorů 

NO snížila nebo odstranila dormanci semen u A. thaliana (Batak et al., 2002; Bethke et al., 

2004; Bethke et al., 2006), Hordeum vulgare (Bethke et al., 2004), Paulownia tomentosa (Giba 

et al., 1998), a L. sativa (Beligni & Lamattina, 2000). Výsledky získané u Arabidopsis 

naznačují, že NO může snížit citlivost semen na ABA (Bethke et al., 2006), vztah mezi 

signalizací NO a GA však nebyl stanoven.  

Recesivní „single gene“ mutant rajčete (Solanum lycopersicum Mill.), 7B-1, byl 

selektován na základě samčí sterility závislé na fotoperiodě. Za dlouhých dní (16/8h světlo/tma) 

a letních podmínek, vykazují rostliny 7B-1 samčí sterilitu; květy obsahují tyčinky, které jsou 

zakrnělé a neprodukují životaschopné mikrospory (Sawhney, 1997). Za krátkých dní (8/16h 

světlo/tma) jsou květy mutantu schopny reprodukce a tvoří normální tyčinky a životaschopný 
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pyl. Mutant 7B-1 disponuje některými pleiotropními vlastnostmi, jako např. snížením deetiolace 

hypokotylu za dlouhých dní, zvýšenou velikostí a váhou semen a sníženou rychlostí transpirace. 

Významnou vlastností 7B-1 je zvýšená rezistence vůči působení abiotických stresorů, jako jsou 

osmotika, různé soli a nízké teploty (Fellner & Sawhney, 2001). Tyto vlastnosti podpořily 

význam mutanta jakožto atraktivního systému pro použití v programu pěstování rajčat 

(Shawney, 2004).  Ve srovnání s divokým druhem rajčete (WT) je klíčivost semen mutanta 

relativně rezistentnější k inhibičnímu účinku manitolu a různých solí, včetně NaCl. Inhibiční 

účinek různých stresů může být částečně nebo úplně překonán působením fluridonu, inhibitoru 

biosyntézy ABA (Fellner & Sawhney, 2001). Informace naznačují, že semena 7B-1 mají vyšší 

hladinu ABA, která poskytuje rezistenci k různým stresům (Fellner & Sawhney, 2001, 2002).  

 

7.1 Výsledky 
Výsledky jsou detailně prezentovány formou článku, který tvoří přílohu 9. 

 

Následující projekt byl zaměřen na studium úlohy RNS a ROS v reakci rostlin na různé 

formy abiotického stresu. Pro tento experiment byl vybrán specifický model dvou genotypů 

S. lycopersicum Mill. – WT a mutant 7B-1, který vykazuje vyšší odolnost vůči působení řady 

abiotických stresů (osmotický, salinitní, teplotní stres). Mutant 7B-1 představuje cenný model 

pro studie interakcí světlo/rostlinné hormony. Experimenty zaměřené na studium úlohy NO při 

klíčení a vývoji zvolených rostlinných modelů byly realizovány za různých světelných 

podmínek (tma, modré nebo bílé světlo), u rostlin vystavených salinitnímu a osmotickému 

stresu, v přítomnosti, případně absenci modulátorů koncentrace RNS a ROS. Při studiu 

vzájemného propojení mechanismu působení NO a rostlinných hormonů podílejících se na 

regulaci procesu klíčení, jako je např. kyselina abscisová, byly do media aplikovány zvýšené 

koncentrace daného hormonu, případně inhibitoru jeho produkce, fluridonu. Vedle klíčivosti a 

základních parametrů charakterizujících vývoj rostlin (váha, délka kořene a nadzemní části 

rostliny) byla stanovena produkce NO, obsah dusitanů a obsah ABA. Naše výsledky potvrdily 

zahrnutí NO v obranných reakcích rajčete vystaveného působení abiotických stresů. Byl 

navržen úzký vztah mezi světelnými podmínkami a obrannou reakcí spojenou s NO. Celkově 

nižší aktivita enzymu podobnému NO synthase a obsah dusitanů u mutantu ve srovnání s WT 

mohou být spojeny s vysokou koncentrací ABA nebo poruchou vnímání modrého světla u 

tohoto genotypu. Detekovali jsme zesilující a kontrolní vliv modrého světla na obranné reakce 

zprostředkované oxidem dusnatým u rostlin rajčete vystavených osmotickému a salinitnímu 

stresu. Jednoznačně byla potvrzena esenciální regulační funkce NO v procesu klíčení 

rostlinných semen. Získané výsledky byly sepsány formou článku a jsou připraveny k odeslání 

do redakce (viz. Příloha 9). 
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 ZÁVĚR 

Výsledky získané v rámci prvního projektu naznačují, že hlavním zdrojem NO 

v pletivech rajčete je aktivita enzymu závislého na argininu, která byla inhibována 

kompetitivními reversibilními a ireversibilními inhibitory živočišné NO synthasy, nikoliv však 

inhibitorem rostlinné nitrátreduktasy. Specifický dvoufázový nárůst produkce NO byl 

pozorován v extraktech infikovaných listů středně a vysoce rezistentních genotypů. Aktivita 

enzymu podobnému NO synthase výrazně vzrostla také brzy po vystavení rezistentního 

genotypu L. virosa infekci B. lactucae. Dále byla pozorována systémová odezva rajčete ve 

formě narůstající produkce NO v intaktních listech sousedících s listy inokulovanými. U obou 

studovaných modelových systémů odhalila histochemická detekce akumulaci NO 

v penetrovaných buňkách, vztahující se k iniciaci HR, a také v klíčních vláknech a apresoriích 

patogenu, což naznačuje významnou roli NO při průniku patogenu do buňky. Na základě 

získaných výsledků lze předpokládat zapojení NO v obranné reakci studovaných patosystémů a 

také v klíčení a růstu patogenů O. neolycopersici a B. lactucae. Paralelně s nárůstem produkce 

NO byl pozorován u rezistentních genotypů nárůst množství H2O2, taktéž ve dvou specifických 

časových periodách jak v inokulovaných tak ve vzdálených neinokulovaných listech. NO a 

H2O2 tak pravděpodobně tvoří důležitou část molekulárních mechanismů rezistence rajčete k 

O. neolycopersici. Lze předpokládat synergistické působení NO a H2O2 v reakci rajčete na 

padlí.  

V případě listových disků byl detekován nárůst produkce Hsp70 jako důsledek 

mechanického poškození rostlinného pletiva. Metodou Western blot byl prokázán vliv 

abiotického stresu, biotického stresu a jejich kombinace a regulační vliv koncentrace ROS a 

RNS na expresi Hsp70. Během experimentu byly detekovány dva proteiny Hsp70 rodiny lišící 

se molekulovou hmotností, a to teplotně-inducibilní protein Hsp72 a konstitutivně exprimovaný 

protein Hsp75. Vlivem mechanického stresu, patogeneze nebo působením modulátorů 

koncentrace ROS a RNS docházelo ke zvýšení exprese Hsp75 proteinu. Byla nalezena korelace 

mezi ROS a RNS a expresí Hsp70 proteinu.  

 Dále byla prokázána úloha ROS a RNS v procesu regenerace protoplastů C. sativus a 

v obranné reakci jejich buněčné suspenze vystavené působení kadmia. Z dosažených výsledků 

je zřejmý regulační vliv NO na regenerační proces po izolaci protoplastů a na intenzitu 

buněčného dělení. Buněčná suspenze C. sativus byla také použita pro studium vlivu 

oxidativního stresu na rekondenzaci repetitivních sekvencí v jádru rostlinného protoplastu. 

Kultivace protoplastů s kyselinou askorbovou nejen snížila hladinu oxidativního stresu, ale také 

pozitivně stimulovala expresi askorbátperoxidasy a katalasy, vedla k větší rekondenzaci 

chromatinu ve srovnání s protoplasty kultivovanými bez kyseliny askorbové, a navíc také 

podporovala buněčnou proliferaci. Kadmiem indukovaný nárůst produkce NO byl lokalizován 
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v chloroplastech, a celkových ROS a RNS v cytoplasmě. Zvýšená produkce NO patří k ranným 

reakcím rostlinných buněk vystavených kadmiu a je spojena s činností enzymu s NO 

synthasovou aktivitou. Výsledky této studie potvrzují roli NO jakožto mediátora signalizace a 

odezvy rostlinných buněk na krátkodobé a dlouhodobé působení kadmia.  

Výsledky disertační práce dále potvrdily zapojení NO v obranných reakcích rajčete 

vystaveného působení abiotických stresů. Pro genotypy Solanum lycopersicum Mill. – WT a 

mutant 7B-1 byl navržen úzký vztah mezi světelnými podmínkami a obrannou reakcí spojenou 

s NO. Zesilující a kontrolní vliv modrého světla na obranné reakce zprostředkované oxidem 

dusnatým byl detekován u rostlin rajčete vystavených osmotickému a salinitnímu stresu. 

Jednoznačně byla také potvrzena esenciální regulační funkce NO v procesu klíčení semen. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

AA kyselina askorbová 
ABA kyselina abscisová 
APX askorbátperoxidasa 
BM základní medium 
cADPR cyklická adenosindifosfát ribosa 
cGMP cyklický guanosin-3.,5.-monofosfát 
cPTIO 2-(4-karboxy-2-fenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid 
CAT katalasa 
DAF-2 DA 4,5-diaminofluoresceindiacetát 
DAF-FM DA 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluoresceindiacetát 
DPI difenyliodonium 
DTT dithiotreitol 
ECM extracellularní matrix 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
EPR elektronová paramagnetická rezonance 
ETC elektronový transportní řetězec 
FAD flavinadenidinukleotid 
FDA fluorescein diacetát 
FMN flavinmononukleotid 
FW čerstvá váha 
GA kyselina giberelová 
GPX glutathionperoxidasa 
GSNO S-nitrosoglutathion 
hpi hodin po inokulaci 
H2DCF DA 2 ,́7´-dichlorofluorescein diacetát 
HR hypersenzitivní reakce 
Hsp "heat shock" protein 
HS teplotní stres 
JA kyselina jasmonová 
L-NAME N(G)-nitro-L-argininmethylester 
LEA proteiny "late embryogenesis abundant" protein 
NiNOR nitrit:NO reduktasa 
MAPK proteinkinasy aktivované mitogenem 
MS mechanický stres 
MS medium medium Murashige and Skoog 
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
NO oxid dusnatý 
NOS synthasa oxidu dusnatého 
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NR nitrátreduktasa 
PCD programovaná buněčná smrt 
PET fotosynthetický elektronový transportní řetězec 
PM plasmatická membrána 
PMSF fenylmethylsulfonylfluorid 
POX peroxidasa 
Prx peroxiredoxin 
PR protein patogenezi příbuzný protein 
PS stres vyvolaný působením patogenu 
PSI fotosystém I 
PSII fotosystém II 
PTIO 2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid 
PV primární váček 
PVPP polyvinylpolypyrolidon 
RNS reaktivní formy dusíku 
ROS reaktivní formy kyslíku 
SA kyselina salicylová 
SAR systémově získaná rezistence 
SD směrodatná odchylka 
SNG S-nitrosoglutathion 
SNP nitroprusid sodný 
SOD superoxiddismutasa 
SV sekundární váček 
TCA cyklus trikarboxylových kyselin 
WT divoký druh ("wild type") 
XOD xanthinoxidasa 
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