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Abstrakt

Vramci reakce rostliny na teplotni stres (TS) dochazi k indukci obrannych
mechanismi  zprostiedkovanych signadlnimi molekulami, z nichZz spole¢né
s reaktivnimi formami kysliku (ROS) maji nezastupitelnou roli také reaktivni formy
dusiku (RNS). ROS 1 RNS mohou piimo aktivovat signdlni kaskddy vedouci
k obranné odpovédi nebo prostfednictvim posttranslacnich modifikaci, kdy dochazi
k regulaci aktivity enzymti zapojenych do odpovédi na stresové podminky.

Cilem této prace bylo sledovani vlivu TS (2 h inkubace pi1 40 °C, 45 °C a 50 °C)
na obrannou reakci kultivaru rajcete Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom, kdy byla
sledovana produkce ROS, RNS 1 proteinovych S-nitrosothioli (RSNO). Byly
sledovany zmény aktivity a exprese S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR), enzymu
zapojeném do katabolismu RNS. Dale byla studovéana aktivita a exprese enzymu
s antioxida¢ni aktivitou, askorbatperoxidasy (APX) a enzymu oxidacniho vzplanuti,
NADPH oxidasy. Vlivem TS doslo k intenzivni produkci ROS 1 NO a nartstu hladiny
RSNO. TS inicioval zvySeni aktivity 1 exprese NADPH oxidasy a naopak, aktivita
a exprese APX byly vyznamné sniZzeny, coZ poukazuje na indukci oxidativniho stresu
vyvolan¢ho plsobenim vysokych teplot. Aktivita GSNOR byla vyznamné zvysSena
zejména pii vyssich teplotach (45 °C a 50 °C), v pozd¢jSich stadiich obranné reakce se
snizovala. K narastu exprese GSNOR doSlo 2 h po ukonceni TS pii 40 a 45 °C.
V ptipadé¢ TS pii 50 °C byla exprese GSNOR zvySena v ¢ase 3 h po ukonceni TS.
V rané fazi obranné reakce 2 h po ukonceni TS doslo k intenzivnimu naristu hladiny
Hsp70, molekularnich chaperonti, které se mohou podilet na ochrané¢ bunék pied
oxidativnim poskozenim.
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Abstract

The reaction of plants to temperature stress (TS) induces defence mechanisms
mediated by signal molecules. Reactive oxygen species (ROS) together with reactive
nitrogen species (RNS) play an irreplaceable role in these processes. ROS and RNS
can directly activate signaling cascades leading to a defence response or through post-
translational modifications that regulate the activity of enzymes involved in
responding to stress conditions.
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CILE PRACE

Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo zpracovani literarni reSerSe zaméiené
na ulohu heat shock proteinfi, reaktivnich forem kysliku a dusiku pifi pisobeni
teplotniho stresu se zaméfenim na kliCové enzymy zapojené v mechanismech
oxidativniho stresu. Dale byly zpracovany poznatky tykajici se S-nitrosylace a jejiho

vyznamu v regulaci metabolickych drah u rostlin.

V experimentélni ¢asti bylo cilem studium produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku

v obranné reakci u kultivaru rajéete Micro-Tom vystavenému teplotnimu stresu.

1. Histochemicka detekce ROS, NO, RSNO a imunolokalizace GSNOR

v pricnych fezech listh
2. Stanoveni aktivity a exprese GSNOR, APX, NADPH oxidasy

3. Sledovani hladiny proteinovych S-nitrosothiola



1 Uvod

Rast a vyvoj rostlin je zavisly na vnéjSich podminkach. Neptiznivé environmentélni
podminky, které lze oznaCit jako stresové faktory neboli stresory, vyvolavaji
v rostlinach dynamicky komplex reakci - stres. Mohou v rostlinné bunice zpomalovat
zivotni funkce nebo vyvolat bunécnou smrt, kterd mulze vést k poskozeni pletiv
piipadné celé rostliny. Stresové faktory mohou byt abiotické (fyzikélni, chemické nebo
mechanické) nebo biotické (napf. napadeni patogeny) povahy. Jednim z klicovych
abiotickych stresorti je zvySend teplota. Aktivace obrannych mechanismii zavisi
na intenzit¢ teplotniho stresu, dob& jeho ptlisobeni a samoziejmé na schopnostech
rostliny aktivovat piislusné procesy, které rostliné umozni pieziti. V aktivaci obrannych
mechanismi je zapojena fada signdlnich molekul. Zésadni roli maji reaktivni formy

kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS).

ROS, jako je singletovy kyslik (‘0,), peroxid vodiku (H>0,), superoxidovy anion
(O2"), hydroxylovy anion (OH’), hydroxylovy radikdl (OH') a perhydroxylovy radikal
(O2H), vznikaji za katalyzy enzymi NADPH oxidasy, peroxidasy (POX), aminoxidasy,
oxalatoxidasy, xanthinoxidasy nebo flavinoxidasy a naopak jejich hladina je regulovana
superoxiddismutasou askorbatperoxidasou, glutathionperoxidasou popiipadé katalasou
(GroB et al., 2013). Vyznamnym zéstupcem RNS je oxid dusnaty (NO), ktery vznika
enzymov€ napiiklad aktivitou nitrit:NO oxidoreduktasy, nitratreduktasy ¢i NO-
synthasy. RNS 1 ROS jsou produkovany jak za fyziologickych podminek, tak
ve zvySené mife po vystaveni rostlin plisobeni stresovych faktor.. Jsou zapojeny
v signalnich drahach za fyziologickych podminek napf. pfi regulaci rGstu a vyvoje

rostliny a také v ramci regulace obrannych reakci rostlin.

Regulace RNS je Casto spojena s procesem nitrace nebo S-nitrosylace proteini
Interakei NO s thiolovou skupinou zbytki aminokyselin v proteinech nebo peptidech
vznikaji tzv. S-nitrosothioly (RSNO) (Hoffmann ef al., 2003). Jednim z vyznamnych
zastupcli S-nitrosothiolli je S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery slouzi jako zésobarna
NO vbuinice a podili se na transportu NO in vivo (Gaston et al., 2003). Proces
S-nitrosylace patii mezi vyznamné posttranslacni modifikace proteinii, kterymi je
regulovdna aktivita fady rostlinnych proteini zapojenych do obrannych reakei.
Vyznamnou roli ma S-nitrosylace pii regulaci aktivity enzyml ucastnicich se

metabolismu pii tvorbé nebo odbouravani ROS. S-nitrosylace se podili vyznamné



na sniZzeni aktivity NADPH oxidasy, enzymu produkujiciho superoxidovy radikal (Yun
et al., 2011). Naopak aktivita askorbatperoxidasy (APX), enzymu, ktery se ucastni
degradace H,O,, se prostfednictvim této modifikace zvySuje (Begara-Morales et al.,

2013). Metabolismus ROS a RNS jsou vzdjemné propojeny a regulovany.

2 Soucasny stav feSené problematiky

2.1  Teplotni stres

Mezi vyznamné abiotické stresové faktory patii vedle chladu, sucha, zasoleni,
pritomnosti tézkych kovl 1 zvySeni teploty (Krasensky & Jonak, 2012). Rostliny jsou
schopny vnimat velmi ptfesné 1 malé¢ zmény teplot. V pribéhu nckterych vyvojovych
pochodlt mohou byt rozpoznany 1 zmény teplot o 1 °C (Penfield, 2008). A¢koli pylova
zrna nékterych druhtt mohou snést az 70 °C a suchd semena dokonce az 120 °C,
hydratované vegetativni bunky jsou k vy$sim teplotam citlivéj$i. VEtSinu vysSich rostlin

poskodi jiz teploty nad 45 °C (Taiz & Zeiger, 2006).

U rostlin je obranna odpovéd’ na teplotni stres evolu¢né zachovéna (Fu et al., 2002).
V téchto procesech hraje velkou roli biosyntéza, transport a odbouravani ROS a RNS.
Tyto mechanismy poté vedou kochran€é bun€k pred poskozenim, obnové
fyziologickych funkci nebo potencidlnimu zisku termotolerance. Tolerance je schopnost
rostliny ptizpisobit se zméné podminek. Pokud se tolerance na dany podnét zvySuje,
dochazi k aklimatizaci rostliny (Lin ef al., 1984). Na vzniku termotolerance se podili
proteinova homeostdze zabezpecCena chaperoniny, které kontroluji ochranu protein
pfed denaturaci, jejich skladdni a translokaci. Dale pak tvorba molekul pro
osmoprotekci a detoxifikaci bunck. Mezi takové molekuly fadime osmolyty jako
aminokyseliny, polyaminy nebo cukry a sekundarni metabolity jako flavoproteiny,
karotenoidy a xantofyly (Hartl ef al., 2011). Rostliny maji zachovano asi 300 geni,
které mohou za stresovych podminek tvofit makromolekuly zapojené do ochrany
aopravy bunck (Kiiltz, 2005). Bc¢hem teplotniho stresu dochdzi ke zméndm
v metabolismu a struktufe bunék. Priduchy jsou uzavirdny, snizuje se intenzita
fotosyntézy a zvySuje se intenzita bunécného dychani. Nezanedbatelnd ¢ast energie je

pii stresovych podminkach tvotfena Stépenim Skrobl v mitochondriich (Rizhsky et al.,



2002). Kromé¢ zmény akumulace nékterych metabolith dochéazi k nadprodukci
reaktivnich forem kysliku 1 dusiku. Celkové se indukce téchto zmén ve fyziologii buiiky
oznacuje jako heat shock odpovéd’ (HSR). V priibéhu HSR dochazi k indukci exprese
a akumulaci specifické skupiny proteini nazyvanych heat shock proteiny (Hsp)

(Vierling et al., 1991).

2.1.1 Heat shock proteiny

Heat shock proteiny (Hsp) funguji jako tzv. molekularni chaperoniny, které jsou
dalezité¢ pti posttranslacnim skladani proteind. Déle mohou stimulovat opravné
mechanismy, ¢asteCné se podili na translokaci a doprave nestabilnich proteinti uréenych
pro degradaci v lysosomech nebo proteasomech (Zhang et al., 2005). Hsp jsou schopny

rozpoznat nestabilni nebo inaktivni proteiny a interagovat s nimi.

Velka ¢ast Hsp se v buiice exprimuje konstitutivné v nizkych hladindch, avSak
v nékterych vyvojovych stadiich a pii pasobeni stresorti dochazi k jejich intenzivnéjsi
expresi. Exprese Hsp je primarné regulovand na urovni transkripce tzv. heat shock
faktorti (Hsf) (Mishra et al., 2002) (Obr. 1). Tyto faktory jsou lokalizovany v cytosolu,
kde tvofi trimery, fosforyluji se a poté jsou translokovany do jadra. V jadie se Hsf vazi
na konkrétni €asti promotoru v genu kodujici Hsp a indukuji tak jejich expresi

(Morimoto et al., 1992). Vyznamnou roli v regulaci produkce Hsp hraje ROS (Obr. 2).
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Obr. 1 Schématicky diagram ukazujici regulacni mechanismy Hsp. Teplotni stres (TS) plsobici
na bunku iniciuje pfesun Hsf z cytoplasmy do jadra. V jadie pak monomerni jednotky tvori
aktivni trimery, které se mohou vazat na oblast promotoru genu kodujici Hsp. Oblast
promotoru, na kterou se vazi Hsf, se sklada z jedné DNA-vazajici domény a dvou domén pro
trimerizaci Hsf. Usp&$na transkripce, translace a naslednd posttranslaéni modifikace produkuji
funkéni Hsp, které se poté podili na ochrané bunék pred vysokymi teplotami (pfevzato
z Hasanuzzaman et al., 2013).
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L 2
ROS Oxidativni

‘l, /\ poskozeni
—>

o
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Obr. 2 Model propojeni mezi Hsf, Hsp a ROS v odezvé na TS. Vysoka teplota stimuluje tvorbu
ROS, coz mize vést v kritickych piipadech az k oxidativnimu poSkozeni bunky. Transkripce
Hsf je ptimo aktivovana teplotou, nebo zvysenou hladinou ROS, a to bud’ ptimou cestou nebo
pies drahu mitogenem aktivovanych protein kinas (MAPK). Hsf iniciuji expresi genu pro Hsp,
jehoz vysoka hladina mize pozitivné regulovat aktivitu antioxidacnich enzymu (pfevzato
z Driedonks et al., 2015).

Hsp jsou klasifikovany do péti hlavnich tfid v zavislosti na jejich molekulové

hmotnosti, malé Hsp (s velikosti mezi 15-30 kDa), Hsp60, Hsp70, Hsp90 a Hsp100



(Wang et al., 2004). Jednotlivé ttidy mohou byt déle rozdéleny na podttidy v zavislosti

na jejich intracelularni lokalizaci nebo funkci.

Nejvyznamnéj$i skupina rostlinnych Hsp proteint, kterd je indukovéna TS, jsou
Hsp70. Podili se na translaci a translokaci proteinil, dale na jejich skladani, potlaceni
agregace nebo renaturaci proteinti (Zhang et al., 2005). Tato skupina proteinii ma velky
vliv na ziskdni termotolerance a ochranu bunék pfed oxidativnim stresem (Vierling
et al., 1991; Banzet et al., 1998). V buikach jsou Ilokalizované¢ v cytosolu,
endoplasmatickém retikulu, mitochondriich, chloroplastech a peroxisomech spolu
s ko-chaperoniny Hsp40 a GrpE (Vierling ef al., 1991; Boston et al., 1996; Bukau
& Horwich, 1998). Skutecnost, ze Hsp70 hraji roli v ochrané bunék, byla prokézana
u mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana, kterym byla zamezena exprese genu pro
Hsp70. Tyto rostliny poté vykazovaly vySsi senzitivitu vii¢i vysokym teplotam (Cho
& Choi, 2009). U vétSiny rostlin dochazi k akumulaci Hsp70 inkubaci pti 37-45 °C
a u nekterych druhti se hladina Hsp70 zvySuje 1 po inkubaci v chladovych podminkach
(Liet al., 1999).

2.1.2 Produkce ROS a RNS béhem teplotniho stresu

Pro pteziti rostlin v neustdle se ménicich environmentdlnich podminkach je nutna
okamzitd odpovéd na pusobeni stresovych faktorti, kterd je aktivovand na zaklad¢
rychlé intenzivni tvorby signalnich molekul. Na pfenosu informace o plisobeni stresoru
se vyznamn¢ podili reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS) (Molassiotis et al.,
2011; Valderrama et al., 2007).

Obecné muizeme fici, ze ROS jsou molekuly, které vznikaji netplnou redukci
molekularniho kysliku. Zafazujeme mezi né singletovy kyslik (‘O,), peroxid vodiku
(H>0,), superoxidovy anion (O, "), hydroxylovy anion (OH"), hydroxylovy radikal (OH')
a perhydroxylovy radikal (O,H). Vysoka toxicita téchto molekul mize v buice
zpusobit oxida¢ni stres. ROS jsou velmi reaktivni molekuly a maji kratky polocas
rozpadu. Tyto vlastnosti umoziuji zapojeni ROS do mnoha bunéénych procest. ROS
hraji dilezitou roli ve vyvoji rostliny, Gc€astni se hormondlni signalizace, odpovédi

na stresové faktory a programované bunécné smrti (Farnese et al., 2010).



RNS jsou slouceniny odvozené od NO, ktery se vyskytuje ve formé volné¢ho radikalu
(*NO), redukovaného nitroxylového aniontu (NO’) nebo oxidovaného nitrosoniového
kationtu (NO"). Dale mezi RNS patii oxid dusny (N,0), oxid dusity (N,Os), oxid
dusicity (NO,), dusitanovy aniont (NO;’), dusi¢nanovy aniont (NOj3’), peroxydusitan
(ONOQ’), peroxydusicnan (O,NOO’) a nitrosoperoxokarbonit (ONOOCOy).
Od molekuly NO jsou také odvozeny S-nitrosothioly (RSNO), které tvori dalsi
vyznamnou zasobu RNS v bunkéach (Hill et al, 2010). Vyznamnou roli v regulaci
bunéénych procestt ma zejména NO. Jedna se o malou, plynnou, reaktivni molekulu,
ktera snadno difunduje do intercelularniho prostoru, kde mtize interagovat s tadou

sloucenin (Correa-Aragunde ef al., 2015) (Obr. 3).
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Obr. 3 ROS zptisobuji poskozeni biomolekul. Cilem mohou byt nukleové kyseliny, proteiny
i lipidy (pfevzato z Das & Roychoudhury, 2014).

ROS a RNS jsou vysoce reaktivni molekuly, které mohou ovlivilovat redoxni
rovnovahu buiniky a tak, vedle své signalni funkce, se mohou podilet na vzniku
tzv. oxidativniho nebo nitrosativniho stresu vedouciho k poSkozeni bunétné struktury
(Demidchik et al., 2015). V soucasné dob¢ je znamo, Ze ROS 1 RNS samostatné¢ nebo
po vzajemné interakci, se  Ucastni Siroké Skaly  fyziologickych
1 patologickych procest buiiky, zahrnujicich odpovédi na bioticky 1 abioticky stres, rist,
kliceni nebo kveteni (Joudoi et al., 2013; Asai et al., 2008; El-Maarouf-Bouteau

& Bailly, 1998). V pribéhu odpovédi na stresové podminky se v rostlinné buiice
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rapidné méni redoxni stav. Dochazi k narstu hladiny ROS a NO a ovlivnéni aktivity
antioxidacnich enzymit, které v pfipad¢ aktivace mohou regulovat hladinu ROS.
Nasledn& dochazi k zesileni signalu aktivaci druhych posli (Ca®*, cGMP), piipadné pies
mitogenem aktivovanych proteinkinas (MAPKs) a produkci hormonti (del Rio, 2015)
(Obr. 4).

SUCHO || zasoLeni |[ TEZKEkovy || TEPLO |
X K}
T
ROS — -
Ox-PTM Oxidativni stres ]
S-glutathionylace, T S
voreni disulfidovych
vazeb Antioxidacni systém

hormony | | MAPKs | | cGMP |

\\ / 3w, :

SIGNALN{ KASKADY S-nitrosylace
‘L Nitrace tyrosinu

| ZMENA GENOVE EXPRESE |

v

UDRZEN{ BUNECNE HOMEOSTAZY |

aZ+

Obr. 4 Schématické znazornéni interakci mezi NO, ROS a dal§imi signalnimi molekulami
vreakci na abioticky stres. Signalni molekuly zahrnuji hormony, mitogenem aktivované
proteinkinasy (MAPK), cyklicky guanosin monofosfat (¢cGMP) a vapenaté ionty (Ca®"). NO
aROS také prenaSeji signaly pies posttranslacni modifikace jako je nitrace tyrosinu,
S-nitrosylace nebo oxida¢ni posttranslaéni modifikace (Ox-PTM). ROS mohou byt
degradovany antioxida¢nimi systémy. S-nitrosylaci glutathionu vznika S-nitrosoglutathion
(GSNO), jehoz hladina je regulovana S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR) (pfevzato
z Farnese et al., 2016).

Enzymy zapojené do syntézy ROS a NO byly nalezeny v n¢kolika bunéénych
kompartmentech (Obr. 5). Jejich lokalizace je klicova pro signalizacni funkci (GroB3
et al., 2013, Farnese et al., 2016). ROS jsou zvelké casti, v disledku plsobeni
stresovych faktorti, produkovéany v plasmatické membrané pisobenim enzymt z rodiny
NADPH oxidas (EC 1.6.3.1; Jajic et al., 2015; Kwak ef al., 2003; Lamb & Dixon, 1997;
Wang et al., 2015). Jednd se o transmembranovy protein vyuzivajici NADPH
produkovany v cytoplasmé katalyzujici vznik O, v apoplastu (Das & Roychoudhury,



2014). Na tvorbé ROS se v apoplastu podileji dal§i enzymy s oxidasovou a peroxidasou
aktivitou (peroxidasa asociovand s bunénou sténou, aminooxidasa, oxalatoxidasa) (Das
& Roychoudhury, 2014). Na akumulaci ROS se dale podili enzymové systémy
lokalizované v chloroplastech, mitochondriich ¢i peroxisomech. Chloroplasty jsou
vyznamnym zdrojem ROS v pribéhu transportu elektronii béhem fotosyntézy. ROS se
uvoliuji z molekuly kysliku ve fotosyst¢ému II (Gupta & Igamberdiev, 2015).
V mitochondriich dochézi k tvorbé€ ROS, pokud ptechod elektroni v dychacim fetézci
piesahuje kapacitu alternativnich oxidas a cytochrom oxidas. Pfebytecné elektrony jsou
odstranény piedevS§im v komplexu [ a III pfechodem na molekulu kysliku. Dalsi
organelou, kde se v priibéhu stresovych podminek syntetizuji ROS, jsou peroxisomy.
Generuje se zde O, a H,O, vramci metabolické aktivity zahrnujici fotorespiraci,

glyoxylatovy cyklus nebo B-oxidaci (Tripathy & Oelmiiller, 2012).

Ackoli mechanismus tvorby NO stdle neni u rostlin zcela objasnén, bylo navrzeno
a potvrzeno né¢kolik enzymovych a neenzymovych drah produkce této aktivni molekuly.
Jednou zmoznosti  jsou  reduktivni  procesy, které¢  zahrnuji  aktivitu
xanthinoxidoreduktasy (XOD, EC 1.1.3.22) v peroxisomech (Millar et al., 1998) nebo
nitrit:NO oxidoreduktasy (NiINOR, EC 1.7.1.1) v plasmatické membran¢ (Stohr et al.,
2001). Oxidativni procesy jsou zprostiedkovany hydroxylaminy a polyaminy (Riimer
et al., 2009; Filippou et al., 2013). Vyznamnym zdrojem NO v rostlindch je cytosolarni
enzym nitratreduktasa (NR, EC 1.6.6.1). Je esencidlni pro asimilaci dusiku v rostlinné
buiice a podili se na produkci NO vtadé fyziologickych procesii, ke kterym patii
naptiklad tvorba kvétl nebo lateralnich kotfent ¢i ochrana pted patogeny (Igamberdiev
& Hill et al., 2004; Mur et al., 2013; Seligman et al., 2008, Zhao et al., 2009).
Za normalnich ristovych podminek NR upfednostiiuje redukci dusicnanu (NOj3")
na dusitan (NO"), kdy vyznamnéj$i mnozstvi NO je tvofeno pouze za anaerobnich
podminek nebo vysoké hladin€ dusitanti (Mur ef al., 2013). Enzymem produkujicim NO
by mohla byt dale NO-synthasa (NOS, EC 1.14.13.39) oxidujici L-arginin za tvorby
L-citrulinu a NO. Tento enzym byl dosud charakterizovan pouze v zivocisnych bunkéch
(Knowles & Moncada, 1994). Ackoli v rostlinnych buiikach nebyl nalezen protein nebo
cDNA homologni s zivo¢iSnou NOS (Zemojtel et al., 2006; Foresi et al., 2010), byla
v rostlinnych extraktech pozorovana enzymova tzv. NOS-like aktivita (Corpas et al.,
2009; Corpas & Barroso et al., 2014). V rostlinné tisi byla sekvence podobna NOS

identifikovana pouze u zelenych tas (Foresi et al., 2010). Transkriptomicka studie asi



1000 rostlinnych druhti potvrdila, Ze rostliny produkuji NO odliSnych mechanismem

nez zivo¢ichové (Jeandroz et al., 2016).
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Obr. 5 Lokalizace zdroji NO a ROS v rostlinné buiice (pfevzato z GroB3 et al., 2013).

ROS 1 RNS patii mezi velmi reaktivni a krom¢ interakci s jinymi molekulami mohou

reagovat také mezi sebou. Vzajemna interakce mize mit vliv na vyslednou koncentraci

a modifikuje signalni funkce reakcnich partnerd. Reakce mezi RNS a ROS jsou

znazornény v Tab. 1.



Tab. 1 Reakéni stechiometrie mezi RNS a ROS (pievzato z Grop ef al., 2013).

Reakéni stechiometrie

Literatura

‘NO + H,0, < ONOO" +2 ‘H

NO + O, - ONOO

2NO + 0,— 2NO,

NOZ +NO N203

N203 + Hzo —2 NOZ_ +2 W
ONOOH — ONOO'" + H' (ionizace)
ONOOH — NO; + H' (izomerace)
ONOOH — NO, + HO (homolyza)
ONOO — NO + O, (homolyza)
0,NOO" <> NO, + O, (homolyza)
ONOOH + ONOO™ — O,NOO™ . NO, + ‘H

Beligni &Lamattina ef al., 2002
Miyamoto et al., 2009
Moller et al., 2007
Moller et al., 2007
Moller et al., 2007
Koppenol et al., 2012
Koppenol et al., 2012
Koppenol et al., 2012
Koppenol et al., 2012
Gupta et al., 2009
Gupta et al., 2009

2.1.3 Antioxidaéni systémy v rostlinné burice

Hladina ROS je regulovana zapojenim antioxidacnich mechanismli probihajicich

enzymatickou i neenzymatickou cestou (Tab. 2).

Tab 2. Enzymatické a neenzymatické antioxidanty, jejich funkce a lokalizace v rostlinné bunce
(pfevzato z Das & Roychoudhury, 2014).

Enzymovy EC Katalyzovana reakce Subcelularni lokalizace

antioxidant

SOD 1.15.1.1 0,70, +2H — H,0,+ O, Peroxisom, mitochondrie, cytosol,
chloroplast

CAT 1.11.1.6 2H,0, — 0,+2H,0 Peroxisom, mitochondrie

APX 1.11.1.11 H,0, + AA—2H,0 + DHA Peroxisom, mitochondrie, cytosol,
chloroplast

MDHAR 1.6.5.4 2MDHA + NADH — 2AA + NAD" Mitochondrie, cytosol, chloroplast

DHAR 1.8.5.1 DHA + 2GSH — AA + GSSG Mitochondrie, cytosol, chloroplast

GR 1.6.4.2 GSSG +NADPH — 2GSH + NADP" Mitochondrie, cytosol, chloroplast

Neenzymovy  Funkce Subcelularni lokalizace

antioxidant

K. askorbova  Detoxifikace H,O, prostiednictvim APX Cytosol, chloroplast mitochondrie,

(AsA) peroxisom, vakuola, apoplast

Glutathion Detoxifika¢ni ko-substrat pro peroxidy, GR, GST  Cytosol, chloroplast mitochondrie,

(GSH) peroxisom, vakuola, apoplast

a-tokoferol Detoxifikuje a chrani proti produktim Membrany

membranové oxidace lipida

Karotenoidy Zhasi nadbytek energie z fotosystému Chloroplast a jiné plastidy

Flavonoidy Piimo vychytava H,O,, 0,' aOH- Vakuola

Prolin Efektivni lapac 0,' aOH:, Mitochondrie, cytosol, chloroplast
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Mezi enzymy s antioxidacni aktivitou patii superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1),
askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11), glutathionperoxidasa (GPX, EC 1.11.1.9)
a katalasa (CAT, EC 1.11.1.6) (Lazaro et al., 2013) (Obr. 6, Tab 1). Na udrzovani
hladiny ROS maji vliv nizkomolekuldrni antioxida¢ni slouceniny, jako je napf.
glutathion, askorbat nebo tokoferol (del Rio, 2015). Antioxidacni enzymy jsou piitomné
v raznych castech rostlinné bunky. Rozdilnd lokalizace téchto enzymi zabezpecuje

specifitu degradace ROS v konkrétnich mistech bunky (Obr. 6).

Cu, Zn superoxiddismutasa
" Katalasa
JADRO Katalasa
©, — Monodehydroaskorbatreduktasa
OO % Dehydroaskorbatreduktasa
,,'; : Glutathioreduktasa
— 3 4 VAKUOLA N PEROXISOM Glutathionperoxidasa
S cho LASMA ?
= MITOCHONDRIE -
s /;_///% ’; _ -
Cu, Zn superoxiddismutasa
Fe superoxiddismutasa Mg superomddlsmutasa
Enzymy askorbat-glutathionového cyklu Katalasa
ymy 8 Y —
(superoxiddismutasa, monodehydroaskorbatreduktasa, Glutathionreduktasa
dehydroaskorbatreduktasa, glutathionreduktasa, askorbatperoxidasa)

A\

Obr. 6 Subcelularni lokalizace antioxida¢nich enzymut. Antioxidacni enzymy jsou lokalizovany
v cytoplasmé, peroxisomech, chloroplastech a mitochondriich pro dosazeni mistné specifického
vychytavani ROS (prevzato z Baek & Skinner, 2012).

2.1.4 Degradace NO

NO muze byt eliminovan interakci s kovy, S-nitrosylaci cysteinovych residui peptidi
nebo proteini. Vreakci NO s O,  vznikd ONOO™ a muze dochazet k nitraci
tyrosinovych residui (Freschi et al., 2013). S-nitrosylaci GSH vznikd pomérné stala
molekula GSNO, ktera miize slouzit v bunice jako zasobarna NO (Leterrier et al., 2011).
GSNO mulzZe byt transportovan floémem, coZ umozZiuje signalizaci na dlouhé
vzdalenosti (Arasimowicz-Jelonek et al., 2014). Hladina GSNO v buiice je regulovana

enzymem S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR, EC 1.1.1.284), ktera katalyzuje
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deaminaci GSNO za tvorby oxidované formy glutathionu (GSSG) a NH; (Obr. 7).
GSNOR se podili na udrZzovani celkové homeostazy NO v buiice a je tak esencialni pro
pfechodnou bunécnou signalizaci (Malik et al., 2011). Mnozstvi enzymu GSNOR
a jeho aktivita se vlivem stresovych podminek méni a je velkou mirou zavisla
na rovnovaze mezi ROS a RNS (Yang et al., 2015). Dals$i moznosti modulace hladiny
NO je prostiednictvim rostlinnych hemoglobinti (Hb). Prvni tfida této skupiny enzymi
(Hbl) katalyzuje pteménu No na NOs. Timto mechanismem miZe byt ovlivnén
rostlinny riist, vyvoj a odpovéd’ na stres (Obr. 7) (Hill et al., 2010). Hladina RNS je také
regulovany cinnosti thiol-dependentnich peroxidas. Takovym enzymem je napiiklad
peroxiredoxin IIE (PrxIIE) z A. thaliana. PrxIIE katalyzuje redukci ONOO™ na NOs”
(Obr. 7) (Sakamoto et al., 2003).

GSNOR
(I) GSNO +GSH ———=_" GSSG+ NH,0H

NADH NAD™

NADPH NADP-

Hb(Fe*)  Hb(Fe™)
(2) NO +0, ., NOy

NADPH NADP~

TrXeq Trxox

PrxIl,., PrxII,,

(3) ONOO- . NOy +H,0

Obr. 7 Enzymaticka regulace homeostazy NO prostiednictvim S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR) (1), hemoglobint (Hb) (2) a peroxiredoxinu IIE (PrxIIE) (3) (pfevzato z Grof et al.,
2013).

Proces produkce a degradace ROS a RNS spolu tzce souvisi a dochazi k jejich
vzajemnému ovlivnéni. ROS mohou iniciovat syntézu NO v odpovédich na abioticky
stres. Hladina NO ma vliv napf. na aktivitu NADPH oxidasy a APX, ovliviiuje tedy
hladinu ROS v buinice (GroB et al., 2013). Bylo prokéazéno, ze piidavek NO zvysil
aktivitu také SOD a CAT (Saxena & Shekhawat, 2013; Hasanuzzaman & Fujita, 2013;
Shi et al., 2014). Naproti tomu, jiné studie poukazuji na inhibi¢ni efekt NO na bunécné

antioxidacni mechanismy (Obr. 8) (Marti et al., 2013). Tyto zdanlivé protichidné
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vysledky mohou poukazovat na vliv hladiny NO na regulaci produkce ¢i degradace

ROS.

MIRNY STRES SILNY STRES

(\/ &\/

METABOLICKA BUVNE(":NE,
ADAPTACE POSKOZENI
BUNECNA SMRT]

Obr. 8 Hypoteticky model dynamickych interakci mezi NO, ROS a antioxidaCnimi systémy
v pribéhu stresovych podminek. Mirné stresové podminky zptsobi nartust hladiny ROS a NO.
ROS indukuje syntézu NO a aktivuje antioxidac¢ni systém, ktery mize pozitivné ovlivnit
metabolickou adaptaci. Pokud je mira produkce ROS vyss$i nez produkce NO, dochazi
k oxida¢nim zméndm NO a vytvafi se RNS, které v burce tvori mirné€j$i oxidativni stres. Silné
stresové podminky vedou k intenzivnimu oxidativnimu vzplanuti. Vysoké hladiny NO vedou
k tvorbé N,O; a jinych RNS, které v buiice vytvari intenzivni nitrosativni stres. Za téchto
podminek ROS a RNS inhibuji antioxidacni systém a tim dochazi k poskozeni bunky
a v extrémnim pfipadé k bunééné smrti (pievzato z Grof et al., 2013).

2.2 Askorbatperoxidasa - klicovy enzym askorbat-glutathionového cyklu

Askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11), ktera se vyznamn¢ podili na rozkladani H,O,,
spolu s glutathionreduktasou (GR, EC 1.6.4.2), monodehydroaskorbatreduktasou
(MDAR, EC 1.6.5.4), dehydroaskorbatreduktasou (DHAR, EC 1.8.5.1)
a antioxidacnimi metabolity Asa, GSH a NADPH tvoii askorbat-glutathionovy cyklus
neboli Foyer-Halliwell-Asadiiv cyklus, coz je esencialni metabolicka draha regulujici
hladiny H,O, (Obr. 9). APX ma vyznamnou roli vregulaci hladiny ROS v pribéhu
vyvoje a zvlasté pii vystaveni rostlin stresovym podminkam. Systematicky nazev tohoto
enzymu je L-askorbat:H,O;-oxidoreduktasa. APX katalyzuje pienos elektroni
z L-askorbatu na H,O, za tvorby dehydroaskorbat a vody (Asada ef al., 1992). APX ma

nékolik izoenzymi, které se li§i v zavislosti na své bunééné lokalizaci. Mohou se
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vyskytovat v cytosolu, chloroplastech, peroxisomech nebo mitochondriich (Shigeoka
et al., 2002). Ve své struktufe vzdy obsahuji hemovou skupinu, kterd umozni prvotni
redukci peroxidu prostfednictvim oxidace atomu Zeleza vazaného v hemu (Obr. 10).
APX ma homodimerni strukturu, oba monomery obsahuji jednu skupinu hemu a jsou

navzajem spojeny iontovymi interakcemi (Patterson & Poulos, 1995).

Obr. 10 Struktura cytosolické APX z hrachu v rozliSeni 2.2 A. Sipkami jsou ozna¢ena mista
vazanych hemd, mista potencionalni nitrace tyrosinovych residui a S-nitrosylace cysteinovych
residui (pfevzato z Begara-Morales et al., 2013),

Posttranslacni modifikace zprostifedkované NO, jako je nitrace ¢i S-nitrosylace,
ovliviiuji aktivitu APX a dalSich enzymu askorbat-glutathionového cyklu (Lozano-Juste
et al., 2011; Fares et al., 2011) a jsou pravdépodobnym mechanismem regulace

oxidativniho stresu (Obr. 11) (Begara-Morales et al., 2013).
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Obr. 11 Schéma askorbat-glutathionového cyklu a NO-zprostfedkovanych posttransla¢nich
modifikaci cilovych enzymt. Aktivita APX je zvySena S-nitrosylaci a inhibovana nitraci,
aktivita MDAR je inhibovana obéma modifikacemi, aktivita DHAR je inhibovana pouze
S-nitrosylaci. Enzym GR neni regulovan Zadnou z téchto modifikaci. Cervené Sipky znézortiuji
inhibici, zelené zvySeni aktivity a modré zadnou zménu aktivity (upraveno podle Begara-
Morales et al., 2016).

2.3 NADPH oxidasa — klicovy enzym oxidativniho vzplanuti

Jednim z hlavnich enzyml produkce ROS vrostlinné buiice je NADPH oxidasa
(systematicky ndzev: NADPH:O, oxidoreduktasa, EC 1.6.3.1). Jedn4 se o enzymovy
komplex nachazejici se v plasmatické membrané. Katalyzuje reakci, béhem které

dochazi k tvorbé superoxidového radikalu (Lamb & Dixon, 1997):
NADPH +2 0, —» 2 O,"+ NADP' + H"

Rostlinné NADPH oxidasy patfi do skupiny oxidas respiracniho vzplanuti,
v literatufe se proto setkame i s oznacenim jako Respiratory burst oxidase protein D
(RbohD). VSechny NADPH oxidasy jsou viceslozkové komplexy tvofené Sesti
transmembranovymi doménami (gp91, p67, p47, p40, p22 a Rac), obsahujici domény
s hemovou prosthetickou skupinou a domény vazajici NADH a FAD. Navazany FAD
a atomy zeleza v molekule hemu umoziuji pifechod elektronit z NADPH na molekulu

kysliku (Obr. 12). Na vn¢j$im povrchu plasmatické membrany dochazi k uvolnéni
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superoxidu, ktery nasledné dismutuje na peroxid vodiku spontanni cestou nebo pomoci

SOD ptitomné v apoplastu (Lamb & Dixon, 1997).
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Obr. 12 Schématické znazornéni struktury NADPH oxidasy nachazejici se v plasmatické
membrané. Enzym pfenasi naboj z buné¢ného NADPH na molekulu O, na vnéjsi strané
membrany. Na schématu jsou znazornény domény vazajici elongac¢ni faktory (EF) v blizkosti
C-konce (pfevzato z Sagi & Fluhr, 20006).

2.4  Posttransla¢ni modifikace proteint zprostiredkované RNS

Jednim z mechanismii bunécné signalizace jsou posttransla¢ni modifikace cilovych
proteini. Kromé modifikaci jako je napt. fosforylace, glykosylace, methylace, sulfatace
nebo ubikvitinylace mohou proteiny interagovat i s RNS (Mann & Jensen, 2003). RNS
se mohou vazat na kovova centra nebo na aminokyselinova residua proteini. Nitraci
tyrosinovych residui vznikd 3-nitrotyrosin, nitraci tryptofanu 6-nitrotryptofan

a nitrosylaci cysteinu S-nitrosocystein (Obr. 13) (Gow et al., 2004).
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Obr. 13 Posttransla¢ni modifikace zprostiedkované NO. Stresové faktory zvysSuji produkci NO
v buiice. NO se miize dale podilet v procesech nitrosylace kovi, nitrace tyrosinovych residui
a S-nitrosylace. Reakci NO s cysteinovym residuem redukovaného glutathionu (GSH) vznika
stabilni S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery dale mlze v bunce iniciovat signalizaci.
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) katabolizuje GSNO za vzniku glutathiondisulfidu
(GSSG). GSSG je substratem glutathionreduktasy (GR) a dochazi k regeneraci redukovaného
GSH. GSNO pfedstavuje nejvyznamnéjSi nizkomolekularni RSNO a specificky reaguje
s volnymi sulfhydrylovymi skupinami proteini (tzv. S-transnitrosace) a umoznuje tak vznik
vysokomolekularnich RSNO. Procesem S-transnitrosace si mohou NO skupinu piedavat i jiné
proteiny. S-nitrosylovany protein (R-SNO) reaguje se sulfhydrylovou skupinou jiného proteinu
(Ri-SH) a vznikd S-nitrosylovany protein R;-SNO (upraveno podle Corpas et al., 2013
a Freschi et al., 2013).

2.4.1 S-nitrosylace

S-nitrosylace je reversibilni posttranslaéni modifikace proteinti zprostiedkovand NO.
Na modifikovanych molekulach dochazi k redoxnim zménam, a proto je S-nitrosylace
fazena do redoxnich signalnich drah, které se ucCastni fady bunéénych procest
aregulace obrannych mechanismli pfi vystaveni rostliny biotickym 1 abiotickym

stresovym faktorim (Gaston et al., 2003).

Nitroso- skupina (-NO) se kovalentné vaZe na thiolovou skupinu (-SH) pfitomnou
v cysteinovém residuu daného proteinu a tvofi tak proteinové S-nitrosothioly (RSNO)
(Hoffmann et al., 2003). RSNO tvoii zasobni formu NO v bunice, umoznuji jeho
transport a tim 1 pfenos informace na delSi vzdalenost. Nejvice zastoupenym
nizkomolekularnim RSNO v bunkach je S-nitrosoglutathion (GSNO). Vznika

S-nitrosylaci glutathionu (GSH), coz je tripeptid slozeny z kyseliny glutamové, cysteinu
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a glycinu. GSNO tvofi velkou ¢ast zasoby NO v buiice. Miize byt v okamziku potieby
uvolnén nebo piedan na thiolovou skupinu jiné molekuly. Pfenos -NO skupiny z RSNO
na jiny protein oznacujeme jako transnitrosacni reakci (Lindermayr et al., 2005)

(Obr. 13).

2.4.1.1 Mechanismus tvorby S-nitrosothiolii a jejich odbouravani

Ackoli bylo navrzeno nékolik mechanismt vzniku RSNO, stdle neni zcela jasné, ktery
mechanismus pievlada in vivo. Jeden z mechanismu je zaloZen na vicestupiiové tvorbé
RSNO. V prvnim kroku dochazi tvorbé oxidu dusiku ve vys$Sim oxidanim stavu.
Reakei NO s O; se tvoti NO; a ten poté slouzi jako akceptor elektronii. V nasledujicim
kroku dochazi k tvorbé nitrosa¢niho ¢inidla N,Os;, které jiz mize piimo interagovat
s thiolovymi residui za tvorby RS-NO (Kharitonov ef al., 1995). Rychlost S-nitrosylace

v8ak limituje pfedevSim prvni a druhd reakce.
2NO +0; — 2NO,
NO; + NO —> N,03
N>O3+ RS-H — RS-NO + HNO,

NO- skupina se také miize vazat na thioly nitrosa¢nim nebo nitrosylaCnim
mechanismem. Jako nitrosacni oznacujeme vytvofeni kovalentni vazby mezi thiolem
aNO" (Lancaster, 2008). Nitrosylaéni mechanismus je zalozen na koordinacné

kovalentni vazb¢ thiolu s radikalem NO (Gow et al., 1997) (Obr. 14).

Stabilita vazby RS-NO je z velké ¢asti ovlivnéna intraceluldarnimi podminkami.
Stabilitu ovliviiuje pH, teplota, svételné podminky, ptitomnost O, ¢i n€kterych kationtt.
Rozklad RSNO muze probihat homolytickou 1 heterolytickou cestou. Homolyticka
draha je vSak energeticky vyhodnéjsi a je uptfednostiiovana v zivych systémech (Stamler
& Toone, 2002). Homolytickym St€penim na ultrafialovém svétle vznikaji radikaly NO-
a RS- (Noble & Williams, 2000). RSNO se také rozkladaji redukénim Sté€penim
za ptritomnosti kationtii, zejména méd’nych, stiibrnych ¢i rtutnatych (Swift & Wiliams,
1997) (Obr. 14). Stabilitu RSNO také ovlivituje redukéni prostiedi cytosolu. Hladina
GSH v intracelularnim prostoru pfimo ovliviiuje hladinu RSNO (Clementi et al., 1998).

Proto je pro zachovani stability nékterych RSNO nutnd ochrana pfed redukénim
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prostfedim uzavienim do vacku, hydrofobniho obalu nebo zaclenénim do membrany

(Rafikova et al., 2002).

Zasobni a transportni funkce RSNO je déana jejich chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi.
Siln€ polarni a stericky nechrdnénd vazba mezi atomem siry a -NO skupinou zpisobuje
jejich nestabilitu. RSNO tak mohou pomérné snadno uvoliovat NO nebo ptredavat -NO
skupinu jinym molekulam v procesu transnitrosace (Shahani & Sawa, 2011). K pfenosu
-NO skupiny dochdzi po ataku atomu dusiku nukleofilnim thioldtovym aniontem

(Obr. 14) (Hogg, 1999).

R- R’ R
Nzosﬂ
R R’ R'SNO
R R

RSNO exf‘i"‘ — R

F
NO*

E -
Me(n+1)

NO-

Me(n+1) Me" NO-

Obr. 14 Mechanismus S-nitrosylace. Proteiny se sulfylhydrylovou skupinou (RSH) mohou
podléhat S-nitrosylaci za vzniku S-nitrosothiolt (RSNO). Existuje nékolik moznych reakénich
mechanismll. Jednim je reakce radikalu NO' s thiylovym radikdlem RS. RS’ vznika kovem
katalyzovanou oxidaci RSH nebo homolytickym $tépenim disulfidovych mustki (RS-SR”).
RSH miize byt také S-nitrosylovan reakci s N,Os nebo reakci s NO', ktery vznikd kovem
katalyzovanou oxidaci NO. Dalsi reakci produkujici S-nitrosylované adukty je pienos NO*
z RSNO na R’S (transnitrosylace) (pfevzato z Di Giacomo et al., 2012).

Na regulaci hladiny RSNO se v bunkach podili 1 enzymové systémy. Jednim
z hlavnich enzymu ucastnicich se katabolismu RSNO je S-nitrosoglutathionreduktasa
(GSNOR; EC 1.1.1.284), neboli glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa.
Tento enzym katalyzuje degradaci GSNO, ¢imZ sniZzuje nepfimo celkovou hladinu
RSNO (Obr. 15). Za ucastt NADH ireverzibiln¢ pfeménuje GSNO na glutathiondisulfid
(GSSG) a amoniak (Liu et al., 2001). Ke snizovani hladiny RSNO dochazi aktivitou
thioredoxinreduktasy (TrxR, EC 1.8.1.9) (Obr. 15). TrxR katalyzuje redukci
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thioredoxinu (Trx), ktery je S-nitrosylovan na Cys69. Trx je S-nitrosylovan

prostfednictvim transnitrosacni reakce (Mitchell et al., 2007).

+

NAD NADH
EGSNOR{ s
GSNHOH GSNO Protein-Cys-SH Tr<| NADPH
S
TrxR
~SH +
GSSG GSH Protein-Cys-SNO TKSH NADP
GR
NADPH NADP*

Obr. 15 Denitrosylace proteini zprostiedkovana S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR)
a thioredoxinreduktasou (TrxR). Proteiny mohou podléhat reverzibilni S-nitrosylaci
a denitrosylaci. V levé casti obrazku je zndzorn€na denitrosylace zprostfedkovana GSNOR.
Transnitrosaci redukovaného glutathionu (GSH) vznika S-nitrosoglutathion (GSNO) a protein
v nemodifikované form¢. GSNO je redukovan diky NADH-dependentni aktivit¢ GSNOR
za vzniku intermediatu glutathion-S-hydroxysulfenamidu (GSNHOH), ktery se mtize podrobit
dalsi reakci s GSH za tvorby oxidovaného glutathionu ( GSSG). Redoxni cyklus je dokoncen
redukci GSSG na GSH, kterou zprostiedkovava enzym glutathionreduktasa (GR). V pravé casti
obrazku je znazornéna denitrosylace zprostiedkovand enzymem TrxR. Trx obsahujici dvé
thiolova residua muze podléhat oxidaci, ktera je spojena s denitrosylaci S-nitrosylovaného
substratu. Oxidovany Trx je dale redukovan aktivitou TrxR vyuzivajici NADPH na regeneraci
aktivniho Trx (pfevzato z Lima et al., 2010).

2.4.1.2 Biologicky vyznam a lokalizace S-nitrosothiolii u rostlin

S-nitrosylované proteiny jsou zapojeny v aktivaci a regulaci fady obrannych
mechanismil v reakci na bioticky 1 abioticky stres. Hraji klicovou roli v regulaci
hormonalni signalizace. V rostlinnych buiikaich RSNO také zabezpecuji ochranu pied

nitrosativnim nebo oxidativnim stresem.

S-nitrosylace ma také vyznamnou funkci v regulaci programované bunééné smrti
(apoptosy). Apoptoticka signdlni kaskada je zahéjena aktivaci kaspas, které dale mohou
Stépit specifické proteiny a dochazi k aktivaci celého procesu bunécné smrti (Martinez-
Ruiz et al., 2007). Tyto proteasy obsahuji ve svém aktivnim misté cystein, S-nitrosylace
cysteinového residua zablokuje aktivni misto a projevi se antiapoptoticky ucinek.

Za fyziologickych podminek je vétSina kaspas v S-nitrosylované formé (Kim et al.,
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1997). Vlivem redukcniho prostiedi v cytosolu dochazi k denitrosylaci kaspas, a tim
k jejich aktivaci. Hladina NO vSak také muze pulsobit proapoptoticky. K aktivaci
apoptotické signalni drahy doch4dzi po uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii
do cytosolu. Tento piesun miize byt iniciovan pravé vysokou koncentraci NO, kterd ma

vliv na otevirani poért mitochondridlni membrany (Schonhoff et al., 2003).

Za fyziologickych podminek byly u rostlin RSNO lokalizovany piedevSim
v bunikach cévniho svazku (xylém), popfipadé¢ v epidermdlnich bunkéch. Vlivem
stresovych podminek dochazi ke zvySeni produkce RSNO zejména v buiikdch mezofylu
(Corpas et al., 2004).

KONTROLA MECHANICKY STRES

Obr. 16 Detekce NO a GSNO v fezech hypokotylu sluneCnice po mechanickém poskozeni.
Jasné zelena fluorescence odpovida signalu NO detekovanému pomoci fluorescenéni sondy
DAF-2 DA, (A, B). GSNO byl detekovan imunohistochemicky pouzitim specifické protilatky
proti GSNO (1:2500). Ep, epidermis; X, xylém. Méfitko 200 um. Pfevzato z Chaki et al., 2011.
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2.4.1.3 Regulace metabolickych drah prostiednictvim S-nitrosylace

Proces S-nitrosylace proteinii hraje vyznamnou roli v regulaci metabolickych drah
v fad€ fyziologickych 1 patologickych procesti (Haendeler et al., 2002). Velice Casto
jsou takto modifikovany proteiny se signdlni, regulacni nebo antioxida¢ni funkci, napf.
u Arabidopsis thaliana bylo nalezeno asi 100 riznych proteinti, které jsou
modifikovany S-nitrosylaci (Lindermayr et al., 2005) (Tab. 2).

Tab. 2 Priklady vybranych rostlinnych proteinti regulovanych prostfednictvim S-nitrosylace.
(pfevzato z Astier et al., 2012)

Funk¢ni tfida  Identifikovany protein Stimulace Efekt Cys Rostlina
proteinu -NO
Metabolismus  GADPH GSNO, ) 155, A. thaliana
salinita, 159 N. tabacum
patogen, C. aurantium
nadmérné K. pinnata
ozatreni O. sativa
Methioninadenosyltransferasa 1 ~ GSNO ) 144 A. thaliana
Fotosyntéza Velka podjednotka RUBISCO GSNO, ) 192, A. thaliana
nizka teplota 427 B. juncea
K. pinnata
Fotosystém I apoprotein A2 Konstitutivni ~ ? 559 A. thaliana
B. juncea
C. aurantium
K. pinnata
Tubulin B GSNO ? 56 A. thaliana
Signalizace Auxinovy receptor TIR1 GSNO ) 140 A. thaliana
Transkripéni faktor MYB2 GSNO ) 53 A. thaliana
NPR1 GSNO ) 156 A. thaliana
TGALl GSNO ) 172, A. thaliana
287
Kalnexin CNX1 Konstitutivni ~ ? 108 A. thaliana
Zpracovani Elongacni faktor EF-1a GSNO ? 87 A. thaliana
genetické B. juncea
informace
Transportéry Vakuolarni ATPasova Konstitutivni ~ ? 201 A. thaliana
a kanaly podjednotka
Fosfatovy transportér (PHT3;1)  Konstitutivni  ? 104 A. thaliana
Adenylatovy translokator Konstitutivni ~ ? 130 A. thaliana
Produkce ROS NADPH oxidasa GSNO, ) 890 A. thaliana
patogen
Detoxifikace Askorbatperoxidasa GSNO, ) 32 A. thaliana
ROS plynny NO A. toxicaria
C. aurantium
Katalasa GSNO ) 230 P. sativum
Detoxifikace Peroxiredoxin II E GSNO, ) 121 A. thaliana
ONOO™ patogen
Stépeni Metakaspasa AtMC9 Konstitutivni (<) 147 A. thaliana
proteind Cystein-proteasa RD21 Konstitutivni ~ ? 233, A. thaliana
342
Konstitutivni = konstitutivni S-nitrosylace; (+) aktivace, (-) inhibice, ? efekt neni znéam;

Cys-NO = specifické cysteinové residuum podléhajici S-nitrosylaci; A. thaliana, Arabidopsis thaliana,
N. tabacum, Nicotiana tabacum; C. aurantium, Citrus aurantium;, K. pinnata, Kalanchoe pinnata,
O. sativa, Oryza sativa; B. juncea, Brassica juncea; A. toxicaria, Antiaris toxicaria
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S-nitrosylaci jsou regulovany aktivity enzymili zapojenych v metabolismu ROS
a RNS, mezi které patii napt. GSNOR, NADPH oxidasa nebo enzymy askorbat-
glutathionového cyklu. S-nitrosylace cysteinovych residui negativné reguluje
enzymovou aktivitu GSNOR. Inhibice tohoto enzymu poté vede k akumulaci RSNO
v bunkach (Guerra el al., 2016).

Jednoznaéné byla potvrzena regulace aktivity enzymu NADPH oxidasy procesem
S-nitrosylace. S-nitrosylace klicového residua Cys890 zplisobuje snizeni jeho enzymové
aktivity. Také enzymy askorbat-glutationového cyklu, podilejici se na snizovani hladiny
H,0; v bunice, jsou regulovany prostiednictvim nitrace i S-nitrosylace, které maji rizny
efekt na jejich aktivitu (Obr. 11) (Kato et al., 2013). Experimenty na hrachu setém
(Pisum sativum L., cv. Lincoln) prokézaly, Zze S-nitrosylace Cys20 a Cys147 negativné
reguluje aktivitu DHA a stejné tak modifikace Cys68 a Cys197 inhibuje aktivitu MDAR
(Kato et al, 2013; Begara-Morales et al., 2015). S-nitrosylace Cys58 a Cys63
glutathionreduktasy (GR) hrachu setého neovlivituje aktivitu tohoto enzymu (Begara-

Morales et al., 2015).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1  Material a pFistroje

3.1.1 Chemikalie

AppliChem (Némecko): dodecylsiran sodny; hovézi sérovy albumin frakce V; susené
nizkotu¢né mléko.

Bioline (USA): HyperLadder 50 bp.

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue R250; marker molekulové hmotnosti
Precision Plus Dual Xtra Standards.

Biotium (USA): GelRed™.

Cell Signaling (USA): sekundérni anti-mysi protilatka znacena alkalickou fosfatasou.
Duchefa Biochemie (Nizozemsko): dithiotreitol.

EURX (Polsko): GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit; Color Tag DNA
Polymerase.

Lachema (Ceska republika): hydroxid sodny; chlorid hofe¢naty.

Lach-Ner (Ceska republika): ethanol; formaldehyd; chlorid sodny; chlorovodikova
kyselina; methanol; peroxid vodiku.

MP Biomedicals (Francie): tris(hydroxymethyl)aminomethan.

Roche (Svycarsko): inhibitor proteas Complete ULTRA tablety; Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit.

Sigma-Aldrich (Némecko): aceton; akrylamid/bis-akrylamid; agar; askorbat; 4-amino-
5-methylamino-2’,7'-difluorofluoresceindiacetat; azid sodny; B-merkaptoethanol;
bromfenolova modf; 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfat p-toluidinova sal; EDTA; 2',7'-
dichlorodihydrofluoresceindiacetat; dimethysulfoxid; dusitan sodny;
ethylendiamidtetraoctova kyselina; fenylmethylsulfonyl fluorid; glycerol; 2-(4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonovd  kyselina;  2-4-karboxyfenyl-4,4,5,5-
tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid; L-cystein; monoklonalni mysi protilatka proti
Hsp70 produkovana; N-ethylmaleimid; N-(1-naftyl)ethylendiamin; N,N,N',N'-
tetramethylethan-1,2-diamin; N, N'- tetramethylendiamin; nitrotetrazoliovd modf;
octovd kyselina; persiran amonny; polyvinylpyrolidin; Ponceau S; redukovany
glutathion; NADH; NADPH; sulfanylamid; Triton X-100; Tween 20.

Thermo Fischer Scientific (USA): Alexa Fluor® 488 CsMaleimid; 2,3-bis-(2-methoxy-
4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-5-karboxanilid.
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Primarni polyklonalni protilatka anti-SIGSNOR: protilaitka byla pfipravena
standardni metodou (Harlow & Lane, 1988) intradermalni aplikaci purifikovaného
rekombinantniho proteinu GSNOR ze Solanum lycopersicum cv. Amateur (Kubienova

et al.,2013a).

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko);
blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA); centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko);
desticka Take3 Multi-Volume plate (BioTek, USA); dokumentacni zafizeni Gel-Doc
(Bio-Rad, USA); digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); elektroforeticky
systétm Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); elektroforeticka komiirka pro
agarosovou elektroforézu Safe Blue (Major Science, USA); elektromagneticka
michacka (IKA, Némecko); fluorescencni mikroskop BX50 (Olympus, Japonsko);
inkubator EN120 (Niive, Turecko); kolonky NAP-10 (GE Healthcare, USA);
mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); mikrodesti¢kovy reader Synergy HT
(BioTek Instruments, USA); nitrocelulosovd membrana 0,45 um (Bio-Rad, USA);
termocykler T100TM (Bio-Rad, USA); termoblok (BioSan, Litva); ttepacka 3D
(BioSan, Litva); vibratom Leica VT1000S (Leica Biosystems, Némecko); vortex (Stuart,
UK); zdroj pro elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad, USA),

3.2  Biologicka material

3.2.1 Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom

Pro experimenty byl zvolen kultivar Micro-Tom rajcete jedl¢ho (Solanum lycopersicum
cv. Micro-Tom). Tento kultivar se projevuje trpasli¢im fenotypem (Obr. 16) (Marti
et al., 2006). Maly vzrist, kratky Zivotni cyklus (70-90 dni) a maly genom o velikosti
350 Mpb, tvoti vhodné vlastnosti pro modelovy organismus (Meissner ef al., 1997; Eyal
& Levy, 2002). Kultivar Micro-Tom vznikl kiiZzenim kultivar rajéete Florida Basket
a Ohio 4013-3.
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Obr 16 Rostliny rajéete Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom ve vyvojovych stadiich 50, 60,
70 a 90 dni (A, B, C, D).

Semena rajcete Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom byla vyseta do vlhkého
perlitu. Semenacky s vyvinutymi déloznimi listy (pfiblizn¢ 10 denni) byly piesazeny
do smési zahradniho substratu a raseliny v poméru 2:1. Rostliny péstované ve skleniku
pii teploté 18-20 °C s fotoperiodou 12/12 h (den/noc) byly pravidelné¢ zalévany
a hnojeny. Pro experimenty byly pouzity 60 denni rostliny, které byly péstovany

nezavisle ve tiech sériich.

3.2.2 Teplotni stres

Pro studium teplotniho stresu byly 60 denni rostliny Solanum lycopersicum cv. Micro-
Tom inkubovany po dobu 2 h pfi teplotach 40, 45 nebo 50 °C. V ¢asovych intervalech
2, 3,4, 6,8 a26 h po vystaveni teplotnimu stresu (TS) byly odebrany listy ze 4., 5.
a 6. patra rostliny a ihned pfeneseny do kapalného dusiku. Stejna patra byla odebrana
kontrolnim rostlinam, které byly inkubovany pii laboratorni teploté (25 °C).

Ze vsech listi odebranych pater byl pro kazdou teplotu a Cas pripraven smésny
vzorek, ktery byl homogenizovan v kapalném dusiku. Smés byla pro jednotliva
stanoveni odvazena po 1 g do pfipravenych zkumavek. Pro studium exprese bylo

steriln¢ odebrano 0,1 g vzorku. VSechny zkumavky se vzorky byly uchovany v -80 °C.
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3.3  Experimentialni metody

3.3.1 Stanoveni aktivity GSNOR

Aktivita GSNOR byla stanovena spektrofotometricky sledovanim oxidace NADH pfti
340 nm na 96 jamkovych mikrotitracnich destickach. Do kazdé jamky bylo naneseno
200 pl 20 mmol-1" Tris-HCI pufru (pH 8,0), 40 pl vzorku a 30 pl 2 mmol-1" roztoku
NADH. Enzymové reakce byla odstartovana piidanim 30 pl 4 mmol-I" roztoku GSNO.
Meéfieni poklesu absorbance pii 340 nm probihalo kazdych 15 vtefin po dobu 10 min. Do
jamky se slepym vzorkem bylo pfidano 30 pl deionizované vody namisto substratu
GSNO. Roztoky GSNO a NADH byly vzdy ptfed méfenim cCerstvé piipraveny

a uchovany ve tmé¢.

Piiprava vzorku: Listy byly homogenizovany v kapalném dusiku. K odvaZenému

1 g homogenatu byly ptfidany 2 ml extrakéniho pufru (50 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5;
1 mmol-1" PMSF; 0,2% (v/v) Triton X-100). Nasledovala inkubace vzorki na misce
s ledem po dobu 20 min a poté byly vzorky 30 min centrifugovany pii 16 000 g
a teplot¢ 4°C. Supernatant byl pieciStén na odsolovaci kolonce NAP-10 naplnéné
sorbentem Sephadex G-25. Kolonky byly ekvilibrovany 15 ml 10 mmol-1"
Na-fosfatového pufru (pH 6,8) a poté byl nanesen 1 ml supernatantu. Po pfidani 2 ml
50 mmol-1" K-fosfatového pufru (pH 7,8) bylo zachyceno 1,5 ml eluatu. Kolonky byly

promyty 25 ml deionizované vody.

Ptiprava GSNO dle Moore & Mani, 2002: Ve 3 ml 0,5 M HCI bylo rozpusténo

614 mg redukovaného glutathionu (0,66 mol-1"). Do roztoku vychlazeného na ledové
lazni bylo za stalého michani p¥idano 138 mg NaNO, (0,66 mol-1"). Vznikla ervena
srazenina GSNO byla po 40 min odsata pomoci Biichnerovy nalevky a promyta 20 ml
ledové vychlazené¢ deionizované vody, 20 ml vychlazeného acetonu a 20 ml
vychlazeného diethyletheru. Po promyti byl GSNO uloZzen do alobalu, pfes noc

ponechan v exikatoru a poté uchovan piti -20 °C.

3.3.2 Stanoveni aktivity APX

Aktivita APX byla stanovena na 96 jamkovych mikrotitra¢nich destickach. Principem

metody je sledovani poklesu absorbance pii1 oxidaci askorbatu. Do jamky bylo naneseno
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125 ul 0,1 mol-1" fosfatového pufru (pH 7), 15 ul rostlinného extraktu a 72 ul
1,75 mmol-1" roztoku askorbatu. Enzymova reakce byla odstartovana ptidanim 38 pl
0,7 mmol-I" roztoku peroxidu vodiku a byl méfen narist absorbance pii 290 nm po
dobu 2 min. Do jamky se slepym vzorkem byl namisto extraktu nanesen extrakcni pufr.

Roztoky askorbatu a peroxidu vodiku byly pfed méfenim vzdy Cerstve pfipraveny.

Ptiprava vzorku: Listy byly homogenizovany v kapalném dusiku a k odvdzenému 1 g

homogenatu byly pridany 2 ml extrakéniho pufru (50 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5;
1 mmol-I" PMSF; 0,2% (v/v) Triton X-100). Homogenat byl ponechan 20 min na misce
s ledem. Po extrakci byly vzorky 30 min centrifugovany pti 16 000 g a 4 °C. Pro méfeni
aktivity byl pouzit Cerstveé pripraveny supernatant, ktery byl uchovan ve tm¢ na ledové

lazni.

3.3.3 Stanoveni aktivity NADPH oxidasy

Aktivita NADPH oxidasy byla stanovena na 96 jamkové mikrotitraéni desticce
méfenim absorbance pii 492 nm. Narlst tvorby superoxidovych radikdlit byl poté

vypoéten pomoci extink&niho koeficientu 21600 I-mol™-cm™ (Jiang & Zhang, 2002).

Do jamek mikrodesticky bylo naneseno 10 pl vzorku membranové frakce (ptiprava
je uvedena nize), 240 pl roztoku A ¢i roztoku B. Nartist absorbance byl méten po dobu
30 min. Membranova frakce je schopna spontanné redukovat XTT 1 bez ucasti NADPH
a tato redukce tedy neni vysledkem NADPH oxidasové aktivity. K odstranéni tohoto
vlivu byly spolu se vzorky méfeny dva slepé vzorky. Prvni slepy vzorek byl slozen
z 10 pl deionizované vody a 240 pl roztoku A. Druhym slepym vzorkem byla smés
10 pl vzorku membranové frakce a 240 pul roztoku B. Jako findlni slepy vzorek slouzil
rozdil zmén jejich absorbanci v ¢ase 0-30 min od zahajeni méteni. Pro ptipravu roztokl
A a B (Tab. 2) byl pouzit 1 moll' Tris-HCI pufr (pH 7,5), &erstvé roztoky
1 mmol-1"XTT a 1 mmol-1" NADPH.

Tab. 2 Priprava roztokli A a B.

Roztok Deionizovana voda 1 mol-I" Tris-HCl pufr 1 mmol-1" XTT 1 mmol-I"
(ml) (ml) (ml) NADPH (ml)
A 3,875 0,625 6,250 1,250
B 5,125 0,625 6,250 -
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Ptiprava vzorku: Listy rajcete byly homogenizovany v kapalném dusiku a byl odvéazen

1 g homogenatu, ke kterému byly pifiddny 4 ml extrakéniho pufru. Smés byla
promichdna pomoci vortexu a centrifugovana pii 14 000 g pi1 4 °C po dobu 30 min.
2,5 ml supernatantu bylo pfeneseno do kyvet pro ultracentrifugaci. Centrifugacni kyvety
se vzorky byly vyvazeny a vlozeny do ultracentrifugy, kde byly centrifugovany 60 min
pi1203 000 g a 4 °C. Poté byl ze zkumavek odstranén supernatant a sediment obsahujici
membranovou frakci byl rozsuspendovan v 100 pl ledového 10 mmol-I" Tris-HCI

(pH 7.,4).

Piiprava extrakéniho pufru: Nejprve byly ptipraveny roztoky 1 mol-I" sacharosy, 1
mol-I"" HEPES (pH 7,2), 0,25 mol-1" EDTA, 1 mol-I"' DTT a 0,1 mol-I" MgCl,. Pro

piipravu 100 ml extrakéniho pufru bylo odvazeno 0,0632 g L-cysteinu a 0,6 g PVP. Dle
Tab. 3 byly smichany uvedené roztoky, k nimz byla ptfidana ptisluSna navazka L-
cysteinu, PVP a 10 tablet inhibitoru proteas (Tablets of Complete, Mini, EDTA-Free
Protease Inhibitor Cocktail Tablets). Extrakéni pufr byl doplnén destilovanou vodou do

objemu 100 ml a byl vychlazen v ledové lazni.

Tab. 3 Objemy roztokt pouzitych pro ptipravu extrakéniho pufru.

Slozka Koncentrace Objem (ml)
Sacharosa 1 mol-17 25
HEPES 1 mol-1" 5
EDTA 0,25 mol-1"! 1,2
DTT 1 mol-1" 0,1
MgCl, 0,1 mol-I" 0,1

3.3.4 Stanoveni obsahu RSNO

S-nitrosothioly se stanovuji spektrofotometrickou metodou podle Savilla. Principem
této metody je uvoltiovani NO za katalyzy Hg>" soli. Po reakci se sulfanilamidem
vznikd diazoniovd sul kopulujici s N-(1-naftyletylen)diaminem (NED) za tvorby
azobarviva, které je mozné detekovat spektrofotometricky pti 540 nm (Saville, 1958).

Pro méfeni byly pouZity rostlinné extrakty pieciSténé na kolonkach NAP-10.
Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo naneseno 195 pl ¢inidla Griess B a 5 pl extraktu.
Po 5 min inkubace bylo pfidano 100 pl ¢inidla NED. Po dalSich 5 min byla métfena
absorbance pti 540 nm. Jako slepy vzorek bylo pouzito 195 pl ¢inidla Griess A, 5 pl
deionizované vody a 100 pl ¢inidla NED.
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Koncentrace S-nitrosothiolli byla odeftena z rovnice linearni regrese, ktera byla
sestavena z méteni kalibracnich standardit GSNO. Byly pouzity 1; 1,25; 2,5; 5; 10; 50;
100; 200 a 250 pmol-I"' roztoky GSNO v 0,5 mol-1" HCL.

Pouzité roztoky:

« Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-1" HCL.
* Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol- I HCla 1% HgCl,.
* NED: 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin v deionizované vode¢.

3.3.5 Stanoveni celkovych proteini metodou Bradfordové

Proteiny v kyselém prostfedi interaguji s barvivem Coomasie Blue G-250 a vytvari
stabilni komplex, ktery miiZzeme spektrofotometricky stanovovat pti 595 nm (Bradford,

1976).

Meéieni bylo provadéno v 96 jamkovych mikrotitranich destickdch. Do jamek bylo
naneseno 45 pl deionizované vody, 5 pl vzorku a 200 pl cinidla Bradfordové
(0,5 mg-ml’l Coomasie Brilliant Blue G250; 0,25 mol-1' methanol; 0,5 mol-I"
kyselina fosfore¢nd). Po 5 min byla méfena absorbance pii 595 nm. Jako slepy vzorek
bylo namisto vzorku pouzito 5 pl vody. Koncentrace proteini byla stanovena pomoci
rovnice linearni regrese, kterd byla sestavena z méteni kalibracnich standardii hovéziho
sérového albuminu (BSA). Koncentrace standardi BSA byly 0,2; 0,4; 0,6; 0,8

a 1,0 mg'ml”,

3.3.6 Detekce Hsp70 metodou Western blot

Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE v 8% délicim polyakrylamidovém gelu,
pH 8,8 (Laemmli, 1970) a 4% zaostfovacim (hornim) polyakrylamidovém gelu, pH 6,8.
Gely byly ptipraveny dle tabulky 4. Polymerace gelu byla odstartovana pridavkem
persiranu amonného (APS). Polymerace spodniho 1 horniho gelu mezi skly trvala
30 minut. Poté byly skla s gelem piemistény do elektroforetické komory a zality
elektrodovym pufrem. Po naneseni vzorkli do jamek v zaostiovacim gelu byla komora
pfipojena ke zdroji napéti a byla spusSténa separace. Elektroforetickd separace probihala
zpocatku pii napéti 120 V, po zaostfeni v hornim gelu se zacaly proteiny ve spodnim

gelu délit a napéti bylo zvySeno na 180 V.
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Tab. 4 Objemy roztokii pro ptipravu zaostiovaciho (4%) a dé€liciho (8%) polyakrylamidového
gelu. Rozpis je uveden pro 2 gely o tloust’ce 1,5 mm.

AA/BIS H,0 SDS TEMED APS  TrisHCl  Tris/HCI (0,5
(1,5 mol-I'1) mol-1'1)
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) pHS88(ml) pH 6,8 (ml)
4% gel 2,6 12,2 0,2 0,02 0,2 - 5
8% gel 5.4 9,4 0,2 0,02 0,2 5 -

Ptiprava vzorkti pro SDS-PAGE: Vzorky byly smichany v poméru 3:1
s 4x koncentrovanym Laemmliho vzorkovacim pufrem (0,125 M Tris-HCI pH 6,8; 4%
SDS; 20% glycerol; 0,2% bromfenolova modi; 5% merkaptoethanol) a 10 min
inkubovany pii teploté 95 °C. Vzorky byly poté ochlazeny na laboratorni teplotu
ananeseny do jamek gelu. Pro detekci Hsp70 bylo do jamek naneseno 30 pnl
nepreiSténého rostlinného extraktu. Na kazdy gel byl rovnéz nanesen standard
molekulové hmotnosti (Precision Plus Protein Dual Xtra Standards, Bio-Rad, USA)
v objemu 5 pl bez inkubace pii teploté 100°C.

Separované proteiny metodou SDS-PAGE byly pfeneseny zgelu na povrch
nitrocelulosové membrany pomoci blottingu v tankovém uspofadani. Membrana,
filtraéni papiry a blotovaci porézni houbicky byly ponofeny po dobu 5 min
do blotovaciho pufru (0,025 M Tris-HCl, pH 8,3; 0,192 M glycin, 20% (v/v) methanol).
Na cernou stranu blotovaci kazety byly umistény jednotlivé vrstvy v poradi: porézni
houbicka, filtraéni papir, gel, nitrocelulosovd membréana, filtraéni papir a porézni
houbicka. Uzaviena blotovaci kazeta byla umisténa do blotovaci komirky a byla

naplnéna blotovacim pufrem.

Prvnim krokem imunochemické detekce proteini na membrané bylo blokovani
nespecifickych mist v 5% roztoku suSeného mléka v TTBS pufru po dobu 2 h.
Po blokovani byla membrana pienesena do roztoku primarni mysi monoklonalni
protilatky anti-Hsp70 v 5% roztoku suseného mléka (1:500). Membrany byly poté pies
noc inkubovany za mirného michani pii 4 °C. Nasledovalo tfikrat opakované promyvani
20 ml roztoku TTBS po dobu 20 minut. Membrany byly poté pfeneseny do roztoku kozi
anti-my$i sekundarni protilatky znacené alkalickou fosfatasou (AP) v 5% roztoku
suSen¢ho mléka, fedéni 1:1000. Membrany byly znovu 3x 20 minut promyvany 20 ml
TTBS a poté byl pfidan barvici roztok NBT-BCIP pro vizualizaci proteinovych bandi.

Pro ptipravu barviciho roztoku bylo na jednu membranu pouzito 3 ml AP pufru, 25 pl
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NBT roztoku a 25 ul BCIP roztoku. Poté byly membrany promyty deionizovanou

vodou a vyfoceny v dokumenta¢nim zatizeni Gel-Doc.

Pouzité roztoky:

« TBS (pH 7,5): 20 mmol-I"" Tris-HCI; 0,5 mmol-1" NaCl

* TTBS: 400 ml TBS, 200 ul Tween-20

« AP pufi: 100 mmol-I" Tris-HCI (pH 9,5); 5 mmol-I" MgCl,; 100 mmol-I"! NaCl
* NBT roztok: 10% NBT v 70% DMF

* BCIP roztok: 5% NBT v 100% DMF

3.3.7 Stanoveni exprese GSNOR, APX a NADPH oxidasy
3.3.7.1 Izolace a purifikace RNA

Izolace RNA zrostlinného materialu byla provedena pomoci komercéniho kitu
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (EURX, Polsko). Listy rajcete Micro-
Tom byly homogenizovany tekutym dusikem a za sterilnich podminek bylo odebrano
100 mg homogenatu. Poté bylo ptidano 200 pl LG pufru a 100 pl RL pufru obsahujicich
B-merkaptoethanol v poméru 1:99. Vzorky byly centrifugovany po dobu 4 min
pfi 16 000 g. Supernatant byl odebran do Zluté mikrozkumavky obsahujici centrifugacni
kolonku, bylo pfidano 200 ul RL pufru a kolonky byly znovu centrifugovany 16 000 g
po dobu 4 min. K eludtu bylo ptidano 300 pl 96% ethanolu a byl pfemistén do bilé
mikrozkumavky s kolonkou obsahujici silikdtovy sorbent véazajici RNA. Vzorky byly
centrifugovany 1 min pti 11 000 g. Z mikrozkumavek byl odstranén eluat a na kolonku
bylo naneseno 400 ul Wash DN1 pufru. Po 1 min centrifugaci pti 11 000 g byl eluat
znovu odstranén a na kolonku bylo ptidano 50 pul DNR pufru, jehoz soucasti je DNasa
(1 U/ul) k odstranéni genomové DNA. Kolonky byly inkubovany pti laboratorni teploté
po dobu 10 min. Po pfidani 400 pul Wash RB1 pufru byly kolonky centrifugovany 1 min
pi1 11 000 g. Kolonky byly dale promyty RBW pufrem. Nejprve bylo naneseno 650 pl
RBW pufru a po 1 min centrifugaci pii 11 000 g bylo ptfidano 350 pul RBW pufru.
Kolonky byly centrifugovany 2 min pti 11 000 g. V poslednim kroku bylo ptidano 50 pl
RNase-free roztoku a kolonky byly centrifugovany 1 min pfi 11 000 g pro eluci RNA.
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3.3.7.2 Méreni koncentrace vyizolované RNA

Koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometrickym méfenim. Na Take3 Multi-
Volume desticku (BioTek) byly naneseny 2 pl vzorku a métila se absorbance pii 260,
280 a 320 nm. Z poméri absorbance pii 260 a 280 nm a poté 260 a 230 nm byla
zkontrolovdna cistota RNA. Jako slepy vzorek slouzila sterilni destilovana voda.
Koncentrace RNA byla vypoctena z absorbance pifi 260 nm. Absorbance rovna 1

odpovida koncentraci RNA 40 pg/ml.

3.3.7.3 Reverzni transkripce

Ptepis izolované RNA na cDNA byl proveden pomoci komeréniho kitu Transkription
Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche). V prvnim kroku bylo do stripu naneseno 1 pg
vyizolované RNA a 1 pl oligo dT primeru. Tato smés byla doplnéna RNAse-free vodou
na objem 11,4 pl. Po 10 min inkubaci pi1 65 °C byla smés ochlazena na ledu. Déle byl
pfipraven roztok pro druhy krok reverzni transkripce (Tab. 5). Po pfidani tohoto roztoku
byla smés inkubovéna 30 min pii 45°C, 5 min pi1 85°C a poté ochlazena na 4 °C.

Ptipravend cDNA byla uchovana pti -20°C.

Tab. 5 Objemy slozek roztokt pro reverzni transkripci.

Slozka Objem (ul)
5x Reaction Buffer 4

Protector (inhibitor RNasy) 0,8

dNTP mix (10 pmol-1™") 2

DTT (0,1 mmol-1") 1

Reverzni transkriptasa 1,1

3.3.7.4 Polymerasova retézova reakce (PCR)

Pomoci Color Tag DNA polymerasy (EURX) byla pifipravena reakéni smés pro PCR
(Tab. 6). Ve vzorcich byly sledovany geny pro GSNOR, APX a NADPH oxidasu. Jako
tzv. provozni gen (housekeeping gene) byl pouzit elongacni faktor EF-1a, jehoZ exprese
je ve vSech vyvojovych stadiich konstitutivni. Pro kazdy gen byly pouzity ptislusné
forward a reverse primery (Tab. 7). Pfipravenda smés byla vlozena do termocykleru

T100TM (Bio-Rad) a po nastaveni programu (Tab. 8) byla spusténa reakce. Produkty
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byly uchovany v -20°C. Primery pro vSechny sledované geny se vazaly pii stejné

teploté 60 °C.

Tab. 6 Slozeni reak¢éni smési pro PCR.

Slozka Objem (ul)
5x Pol. Buffer B 10
dNTP mix (5 mmol 1" kazdy dNTP) 2
Forward primer (10 pmol-1") 1,5
Reverse primer (10 pmol-17) 1,5
Color Tag DNA polymerasal (U-ul™) 1,25
cDNA 1
Sterilni 2x destilovana voda 32,75

Tab. 7 Sekvence forward a reverse primerd studovanych gent.

Forward primer (5°-3") Reverse primer (3°-5) Gen-Bank
¢islo

S1-EF-1a GGTCATCATCATGAACCATCC ATACCAGCATCACCGTTCTT X53043

SIGSNOR  CTGGAGTGGGAGTTATGATGAA CCTCCGCCACAGCAAGACCAACT GU296438
NADPH ox  CGGATGGAAATGAAGTTGAAA AAGCATCAAACAATTCCAACG AF088276
APX GAGGACCTGATGTTCCCTTTC AAGGTATGGGCACCAGAGAGT AY974805

Tab. 8 Nastaveni PCR programu v termocykleru.

Teplota (°C) Cas (s) Opakovani (pocet)
Aktivace 95 180 1
Denaturace 95 30 35
Navazani primert 60 30 35
Elongace 72 60 35
Finalni elongace 72 420 1
Chlazeni 4 o0 1

3.3.7.5 Agarosova elektroforéza

Rozpusténim agarosy v TAE pufru byl pfipraven 3% (w/v) gel (3,6 g agarosy v 120 ml
TAE pufru). Pfed jeho zatuhnutim bylo pfidano 7,2 pl interkala¢niho barviva GelRed
(Biotium, USA). Tuhy gel byl pfemistén do elektroforetické komtrky pro agarosovou
elektroforézu naplnéné TAE pufrem. Do jamek bylo pieneseno 15 pl vzorku po PCR a 4 pl
markeru molekulové hmotnosti HyperLadder 50 bp (Bioline). Elektroforéza byla spusténa

pii konstantnim napéti 90 V a separace probihala po dobu 40 min.

Pouzité roztoky:

« TAE pufi: 40 mmol-I" Tris-HCI; 20 mmol-1" kyselina octova, I mmol-1" EDTA
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3.3.8 Imunolokalizace GSNOR v pri¢nych Fezech listi

Rostliny byly stresovany teplotou 40 °C po dobu 2 h. Po 2 a 3 h po inkubaci byly
piipraveny piiéné fezy pro imunolokalizaci GSNOR. Rezy byly piipraveny i pro
kontrolni nestresované rostliny. Pomoci skalpelu byl z listu kontrolnich ¢i stresovanych
rostlin vyfezan segment o velikosti asi 5x5 mm, jehoZ sttedem vedl hlavni cévni svazek
listu. Segmenty listd byly fixovany v 4% paraformaldehydu (w/v) v 0,1 mol-I"
K-fosfatovém pufru (pH 7,4). Po 3 h inkubace pii laboratorni teploté byly fezy
premistény do 4% roztoku agarosy o teploté 38 °C. Do ztuhnuti agarosy byly fezy
udrzovany v kolmé poloze a poté byly vyfezany krychlicky o velikosti asi 1 cm’.
Krychlicky byly piilepeny vtetinovym lepidlem na podlozku pro umisténi vzorku pro
fezéni na vibratomu. Pomoci vibratomu (Leica VT1000S) poté byly vytvofeny fezy
o tloustce 100 um. Pomoci Stétecku byly fezy odebirany do koSickil se sitkem
v 12 jamkové mikrotitracni desti¢ce s TBSA-BSAT pufrem (pH 7,6). Timto pufrem byl

také neustale udrzovan vlhky povrch kvadru agarosy a ziletky vibratomu.

Rezy byly inkubovany pfes noc pii 4 °C vroztoku s primarni protilatkou
(polyklonalni krali¢i anti-SIGSNOR, tedéni v TBSA-BSAT pufru 1:100). Poté byly
fezy 3x promyty 3,5 ml TBSA-BSAT po dobu 10 min. Jako sekundérni protilatka byla
pouzita fluorescenéné znacena kozi protilaitka proti kralicim imunoglobulinim
konjugovana s fluorescencni znaCkou DyLight488 (fedéni v TBSA-BSAT 1:1000).
Inkubace probihala 2 h pti 4 °C. Poté byly fezy 3x promyty 3,5 ml TBSA-BSAT
podobu 10 min. Excitatni a emisni vlnova délka této fluorescencni znacky je
493 a 518 nm. Jako negativni kontrola byly pouZity fezy, u nichZ byl vynechan krok
inkubace s primarni protilatkou, a byly pouze inkubovéany se sekundarni protilatkou.
Po poslednim promyti byly fezy pfemistény na podloZzni sklicko do kapky roztoku
10 mmol-1" Tris-HCI (pH 7,4) a glycerolu v poméru 1:1. Na fezy bylo polozeno kryci
sklicko. Aby nedochézelo k vypafovani roztoku a preparat se volné¢ nepohyboval, byl
vytvoren trvaly preparat pomoci bezbarvého rychleschnouciho laku na nehty, kterym
byly ptetfeny okraje kryciho sklicka. Za pouziti hranolu U-MWB2 byly mikroskopicky

pozorovany fluorescencni signaly vzorkt, kontrol a negativnich kontrol.
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Pouzité roztoky:

« TBSA-BSAT (pH 7,6): 5 mol-I" Tris; 0,9% NaCl; 0,05% NaNs; 0,1% BSA,
0,1% Triton X-100

3.3.9 Lokalizace ROS, NO a RSNO

Pti¢né tezy listii rajéete Micro-Tom pfipravené na vibratomu (viz. podkapitola 3.3.8)
byly vloZzeny do koSickti se sitkou v 12 jamkové mikrotitraéni desticce a poté byly
inkubovany s pracovnimi roztoky pro detekci NO, ROS nebo RSNO. Jednotlivé
postupy jsou uvedeny v Tab. 10, 12 a 14. Z piipravenych pracovnich roztokii byly

pfipraveny roztoky pro inkubaci vzorkll bezprosttedné pied samotnou detekci (Tab. 9,

Cw v

Po poslednim promyti byly fezy pieneseny do kapky 10 mmol-1" Tris-HCI (pH 7,4)
pufru na podloZni sklicko, piekryty krycim skliCkem a jeho okraje byly pietieny
bezbarvym lakem. Za pouZiti hranolu U-MWB2 na fluorescenénim mikroskopu byl

sledovan fluorescencni signal.

Lokalizace ROS:

Tab. 9 Ptiprava inkubacnich roztoki pro detekci ROS.

Inkuba¢éni roztoky 20 mmol-I" 20 pmol-I'" H,DCF Tris pufr
askorbat (ml) (ml)
sodny (ml)
A (10 mmol-I" askorbat sodny) 1 - 1
B (10 mmol 1" askorbat sodny + 1 1 -
10 pmol-1" H,DCF DA)
C (10 pmol 1" H,DCF DA) - 1 1

Tab. 10 Detekce ROS v fezech listi umisténych v 12 jamkové mikrotitra¢ni desticce.

Jamky Vzorek/kontrola Negativni kontrola Cas inkubace (min)
1 Tris pufr (3 ml) Roztok A 20
2 - Tris pufr (3 ml) 2
3 - Tris pufr (3 ml) 2
4 - Tris pufr (3 ml) 2
5 Roztok C Roztok B 10
6 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
7 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
8 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
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Lokalizace NO:

Tab. 11 Ptiprava inkubacnich roztoki pro detekci NO.

Inkubaéni roztoky

400 pmol 1" ¢cPTIO

(ml)

20 pmol-I'" DAF-FM DA

(ml)

Tris pufr
(ml)

D (200 pmol-I" ¢cPTIO)

E (200 pmol-1" ¢cPTIO

+ 10 pmol-I" DAF-FM DA
F (10 pmol-1" DAF-FM DA)

1
1

1

Tab. 12 Detekce NO v fezech listll umisténych v 12 jamkové mikrotitraéni desticce.

Jamky Vzorek/kontrola Negativni kontrola Cas inkubace (min)
1 Tris pufr (3 ml) Roztok D 20

2 - Tris pufr (3 ml) 2

3 - Tris pufr (3 ml) 2

4 - Tris pufr (3 ml) 2

5 Roztok F Roztok E 30

6 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2

7 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2

8 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
Lokalizace RSNO:

Tab. 13 Ptiprava inkubacnich roztokl pro detekci RSNO.

Inkubaéni roztoky 1 mol-I"! 10 mmol- 1" 5 mmol-I" p-merkaptoethanol  Tris pufr
NEM DTPA Af-M (nl)
(u) (u) (u) (u)
G (10 mmol-I" NEM 20 20 - - 1960
+10 pmol-1" DTPA)
H (B-merkaptoethanol) - - - 1,4 1999
I (10 pmol-1" Af-M) - - 4 - 1996

Tab. 14 Detekce RSNO v fezech listd umisténych v 12 jamkové mikrotitraéni desticce.

Jamky Vzorek/kontrola Negativni kontrola Cas inkubace (min)
1 Roztok G Roztok G 10
2 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
3 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
4 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
5 Roztok H Roztok H 10
6 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
7 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
8 Tris pufr (3 ml) Tris pufr (3 ml) 2
9 Roztok 1 - 30
10 Tris pufr (3 ml) - 2
11 Tris pufr (3 ml) - 2
12 Tris pufr (3 ml) - 2
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Pouzité roztoky:

* Tris pufr: 10 mmol-1" Tris-HCI (pH 7,4)

« 20 mmollI" H,DCF DA: 4 pl 10 mmol'I'" H,DCF DA v DMSO, 1996 ul Tris pufru

« 20 mmol'l"" askorbat sodny: 4 pul askorbatu sodného, 1996 pl destilované vody

* 400 pmol-I" ¢PTIO: 3,2 pl 250 mmol-I' ¢PTIO v DMSO, 1997 pl Tris pufru

« 20 pmol-I" DAF-FM DA: 8 ul 5 mmol-1" DAF-FM DA v DMSO, 1992 pl Tris pufru
« 1 mol'lI"' NEM: 200 pl 10 mol'I"' N-ethylmaleimidu, 1800 pl ethanolu

« 10 mmol'I" DTPA: 2 pl DTPA, 1998 ul 1 mol-I" HCI

e 5 mmol-I" AM: 1 ul Alexa Fluor® 488 CsMaleimid, 1991 ul DMSO
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4 Vysledky

4.1 Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymi zapojenych do metabolismu

RNS a ROS

U rostlin Solanum [lycopersicum cv. Micro-Tom byl indukovan teplotni stres (TS)
inkubaci dvé hodiny pfi teplotach 40, 45 a 50 °C. Byly sledovany zmény v aktivité
vybranych enzymi zapojenych v metabolismu RNS a ROS, které hraji vyznamnou roli
v obranné reakci rostlin vystavenych vysokym teplotam. Byla detekovana enzymova

aktivita GSNOR, APX a NADPH oxidasy.

4.1.1 Aktivita GSNOR

GSNOR je jednim z hlavnich enzymd, ktery se podili na udrzovani hladiny NO a RNS
v rostlinné bunice. Jeho reduktasovou aktivitou je metabolizovan GSNO, ktery tvofi
vyznamnou zasobu NO in vivo (Hill ef al., 2010). Zmény v enzymové aktivit¢ GSNOR
byly pozorovany v ¢asech 2, 3, 4, 6, 8 a 26 h po 2 h inkubace rostlin pifi 40, 45 nebo
50 °C.

Na Obr. 17 je uvedeno grafické vyhodnoceni spektrofotometrického métreni
enzymové aktivity GSNOR. Hodnoty aktivit (stanovené v jednotkach nmol'min” na 1 g
Cerstvé vahy) byly vztazeny k praméru hodnot aktivit GSNOR stanovenych pro
kontrolni vzorek inkubovany pii 25 ° C. Po aplikaci TS byl pozorovén intenzivni nartst
GSNOR aktivity v ¢ase 2 h po ukonceni piisobeni TS. Nejvyssi zmény aktivity byly
zaznamenany v piipadé vystaveni rostlin teploté 50 °C. V priibéhu obranné reakce
vyvolané pisobenim TS bylo pozorovano nasledné snizeni GSNOR aktivity, které se

nejintenzivnéji projevilo u rostlin stresovanych teplotou 50 °C.
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Obr. 17 Stanoveni GSNOR aktivity v pribéhu obranné odpovédi modelové rostliny Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom na pusobeni teplotniho stresu. GSNOR aktivita byla stanovena
2,3,4,6,8a26hpo 2 h expozici rostlin TS pii 40, 45 nebo 50 °C h. Reduktasova aktivita
GSNOR byla méfena pii 340 nm, koenzym 0,2 mmol-I" NADH, substrat 0,4 mmol-1" GSNO.
Aktivita GSNOR (nmol-min™) byla piepoétena na 1 g &erstvé vahy a poté vztaZena
ke kontrolnimu nestresovanému vzorku.

4.1.2 Aktivita APX

Jednim z enzymd, ktery se podili na degradaci ROS, je APX, ktera je soucasti askorbat-
glutathionového  cyklu (Asada et al, 1992). Grafické vyhodnoceni
spektrofotometrického stanoveni zmén aktivity APX je uvedeno na Obr. 18. Hodnoty
aktivit (stanovené v nmol-min” na 1 g &erstvé vahy) byly vztazeny k priméru hodnot
aktivit APX stanovenych pro kontrolni vzorek inkubovany pii 25 © C.. APX aktivita
byla u rostlin vystavenych TS vyznamné niz§i v porovnani s kontrolnimi rostlinami po
celou dobu realizace experimentu (tj. béhem 26 h po ukonceni piisobeni stresového
faktoru). V piipad¢ aplikace TS bylo detekované vyznamné snizeni aktivity APX 2 h po
aplikaci TS v porovnani s APX aktivitou v kontrolni rostliné. Nejvétsi pokles byl
zaznamenan v piipad¢ pusobeni teploty 50 °C. Nasledné bylo detekovano postupné
zvySovani APX aktivity, které dosdhlo maxima 8 h po TS pii plisobeni teploty 40 °C.
V ptipad¢ pisobeni teploty 45 °C bylo maximum APX aktivity dosazeno po 6 h a pii
pusobeni teploty 50 °C jiz po 4 h po aplikaci TS.
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Obr. 18 Stanoveni aktivity APX v prubéhu obranné odpovédi modelové rostliny Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom na pusobeni teplotniho stresu. Vzorky byly odebirany v c¢asech
2,3,4,6,8a26hpo 2 h expozice TS pii 40, 45 nebo 50 °C. Aktivita enzymu byla stanovena
spektrofotometricky ptfi vinové délce 290 nm. Jako substrat byl do reakce ptidan askorbat
v koncentraci 1,75 mmol-I"' a H,0, v koncentraci 0,7 mmol-1". Aktivita APX (nmol-min™') byla
prepoctena na 1 g Cerstvé vahy a poté vztazena ke kontrolnimu nestresovanému vzorku.

4.1.3 Aktivita NADPH oxidasy

Produkce ROS je z velké ¢asti ovlivnéna aktivitou NADPH oxidasy (Lamb & Dixon et
al., 1997). Zmény v aktivit¢ NADPH oxidasy po aplikaci TS jsou graficky zndzornény
na Obr. 19. Stanovena aktivita (nmol'min’ na 1 g &erstvé vahy) byla vztaZena
k priméru hodnot aktivit NADPH oxidasy stanovenych pro kontrolni vzorek
inkubovany pii 25 © C. Vyznamny nartst aktivity NADPH oxidasy inicioval TS pii
45 a 50 °C (Obr. 19), kdy byl stanoven nejvyssi nariist aktivity 6 h od ukonceni TS.
Naopak v pozd¢jsi fazi (8 a 26 h) byl pozorovan mirny pokles. V ptipad¢ vystaveni TS
pi1 40 °C byl vrané fazi (2, 3 h) od ukonceni TS pozorovan pokles aktivity NADPH

oxidasy, po 8 h byla detekovdna mirn¢ zvySena aktivita NADPH oxidasy v porovnani

s kontrolnim experimentem.
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Obr. 19 Stanoveni aktivity NADPH oxidasy v prubéhu obranné odpovédi modelové rostliny
Solanum Ilycopersicum cv. Micro-Tom na pulsobeni teplotniho stresu. Vzorky byly odebirany
v Casech 2, 3, 4, 6, 8 a 26 h po 2 hodinové expozici TS pii 40, 45 nebo 50 °C. Aktivita enzymu
byla stanovena spektrofotometricky pii vlnové délce 492 nm. Do reakce byl pifidan XTT
v koncentraci 1 mmol-1" a koenzym NADPH v koncentraci 1 mmol-1". Aktivita NADPH
oxidasy (nmol-min”) byla piepoltena na 1 g &erstvé vahy a poté vztazena ke kontrolnimu
nestresovanému vzorku.

4.2  Exprese gent zapojenych do metabolismu RNS a ROS

Pro studium obranné reakce Solanum Iycopersicum cv. Micro-Tom po vystaveni
dvouhodinovému TS byla sledovana exprese vybranych genli zapojenych
v metabolismu RNS a ROS metodou semikvantitativni PCR. Pro relativni zhodnoceni
zmén exprese byly denzitometricky vyhodnoceny bandy piislusnych PCR produktt

po agarosove elektroforéze.

4.2.1 Exprese GSNOR

Zvysena exprese GSNOR byla detekovana v ¢ase 2 h po ukonceni TS. Nejintenzivnéjsi
zména byla pozorovana po plsobeni teploty 40 °C. V ptipadé¢ TS pii 50 °C doslo
k nejintenzivnéjSim zménam v expresi GSNOR v ¢ase 3 h po ukonceni TS. Vysledky
exprese GSNOR semikvantitativni PCR metodou jsou uvedeny na Obr. 20 (a)
a denzitometrické vyhodnoceni intenzity bandi po agarosové elektroforéze je graficky

znazornéno na Obr. 20 (b).
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Obr. 20 Stanoveni exprese GSNOR v pribéhu obranné odpovédi modelové rostliny Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom na pusobeni teplotniho stresu. Vzorky byly odebirany v casech
2,3,4,6,8a26hpo 2 h expozice TS pii 40, 45 nebo 50 °C. (a) Agarosova elektroforéza po
PCR. (b) Denzitometrické vyhodnoceni intenzity bandi exprimované GSNOR v programu
Imagel.

4.2.2 Exprese APX

Na Obr. 21 mlZeme pozorovat zmény v expresi genu APX v riznych fazich obranné
reakce u rostlin rajcete S. lycopersicum cv. Micro-Tom po expozici TS. Pokles exprese
APX byl detekovan u rostlin po vystaveni TS po celou dobu realizace experimentu
(tj. vprubéhu 26 h po aplikaci TS). Nejvyssi pokles exprese 4PX byl detekovan 8 h
po aplikaci stresu. U rostlin 26 h po aplikaci TS bylo naopak zaznamenano vyznamné
zvyseni exprese APX v porovnani s rostlinami 8 h po plsobeni TS. Denzitometrické
vyhodnoceni intenzity detekovanych bandl je graficky znédzornéno na Obr. 21 (b).
U vzorku vystavené¢ho TS pii 50 °C odebraného v ¢ase 8 h doslo zifejmé k chybé pii

jeho ptipravé. Z Casovych diivodl nebyl tento experiment zopakovan.
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Obr. 21 Stanoveni exprese APX v prubéhu obranné odpovédi modelové rostliny Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom na pusobeni teplotniho stresu. Vzorky byly odebirany v c¢asech
2,3,4,6,8a26hpo 2 h expozice TS pii 40, 45 nebo 50 °C. (a) Agarosova elektroforéza po
PCR, (b) denzitometrické vyhodnoceni exprese APX pomoci stanoveni intenzity bandi
v programu ImageJ.

4.2.3 Exprese NADPH oxidasy

Na Obr. 22 jsou uvedeny vysledky stanoveni zmén v expresi NADPH oxidasy v listech
S. lycopersicum cv. Micro-Tom po expozici TS. K vyznamnéj$§im zménam na trovni
genove exprese NADPH oxidasy dochazi vlivem teplotniho stresu pi1 45 a 50 °C
ato zejména v pocatecni fazi obranné reakce (2, 3 h a. 4 h od ukonceni TS).

Denzitometrické vyhodnoceni je znazornéné na Obr. 22 (b).
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Obr. 21 Stanoveni exprese NADPH oxidasy v prub&éhu obranné odpovédi modelové rostliny
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom na pulsobeni teplotniho stresu. Vzorky byly odebirany
v Casech 2, 3, 4, 6, 8 a 26 h po 2 h expozice TS pii 40, 45 nebo 50 °C. (a) Agarosova

elektroforéza po PCR, (b) denzitometrické vyhodnoceni exprese NADPH oxidasy v programu
Imagel.

Pro kontrolu metody purifikace RNA a PCR byla v pribéhu TS sledovéana exprese

housekeeping (provozniho) genu EF-/a.
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4.4 Stanoveni koncentrace RSNO

Na Obr. 23 je graficky zndzornén nartist hladiny RSNO v listech rajcete Micro-Tom
v pribéhu obranné reakce po vystaveni TS pi1 40, 45 a 50 °C. Nartust obsahu
proteinovych RSNO (v nmol'mg™ proteinu) byl vztazen jako nasobek ke kontrolnimu
nestresovanému vzorku. Po aplikaci TS doS$lo k vyznamnému zvySeni tvorby RSNO.
Nejvyssi produkce RSNO byla zaznamendna 4 h po vystaveni rostlin teploté 40 °C, 6 h
po vystaveni rostlin teploté¢ 45 °C a 8 h po vystaveni rostlin teploté 50 °C. Po té byl
zaznamenan pokles hladiny RSNO ve stresovanych rostlindch. V ptipad¢ teplotniho
stresu pfi 40 °C byla hladina RSNO ve stresované rostliné po 26 h po ukonceni TS

srovnatelna s kontrolni rostlinou.
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Obr. 23 Stanoveni obsahu proteinovych RSNO v prubéhu obranné odpovédi u modelové

rostliny Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom na pulsobeni teplotniho stresu. Vzorky byly
odebirany v ¢asech 2, 3, 4, 6, 8 a 26 h po 2 h expozice TS pii 40, 45 nebo 50 °C. Hladina
RSNO byla stanovena Savillovou metodou.

4.5 Mikroskopicka detekce GSNOR, ROS, NO a RSNO

V tezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom byla pomoci fluorescencni mikroskopie
imunohistochemicky detekovdna pfitomnost GSNOR. Déle byly vfezech
histochemicky detekovany ROS, NO a RSNO. Rostliny byly vystaveny 2 h plisobeni
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teploty 40 °C. Poté byly pripraveny pricné fezy listu v ¢asech 2 a 3 h po expozici TS.

Obr. 24 je popsana anatomie pti¢ného fezu hlavnim cévnim svazkem listu.

trichomy

epidermis

floém

xylém

palisadovy
mezofyl

epidermis

Obr. 24 Anatomie fezu hlavnim cévnim svazkem listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom. Méfitko
200 pm.

4.5.1 Imunohistochemicka detekce GSNOR

Vyuzitim imunohistochemické detekce byla v pfi¢nych fezech listu lokalizovana
GSNOR. Detekce byla realizovana s vyuzitim krali¢i primarni protilatky anti-SIGSNOR
(Kubienova et al., 2013) fedéné 1:100 a anti-krali¢i sekundarni protilatky konjugované
s fluorescenéni  znatkou DyLight® 488 (fedéni 1:1000). Odpovidajici zeleny
fluorescencni signal byl detekovan pomoci fluorescenéni mikroskopie. Jako kontrolni
vzorky slouzily fezy nestresovanych rostlin. Jako negativni kontrola slouzily fezy, které

byly inkubovany pouze se sekundarni protilatkou.

V tezech listi pripravenych 2 h po ukonceni TS byl v buikdch cévniho svazku
detekovan fluorescencni signal (Obr. 25). V fezech kontroly a negativni kontroly nebyl

detekovan zadny signal (Obr. 25).
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Kontrola Negativni kontrola Teplotni stres (2 h)

Obr. 25 Imunolokalizace GSNOR v pficnych fezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom 2 h
po vystaveni TS pii 40 °C. Primarni protilatka anti-SIGSNOR (1:100), sekundarni protilatka
konjugovana s DyLight® 488 (1:1000). Prvni fada obrazki je pofizena ve viditelném svétle,
druha tada obrazkli znazornuje detekci signalu s pouzitim fluorescenéniho hranolu U-MWB2.
Megtitko 200 pum.

V tezech listi ptipravenych 3 h po ukonceni TS byl zaznamenan fluorescen¢ni signal
v buiikach cévniho svazku (Obr. 26). Nejvétsi intenzita signalu byla pozorovana
pfedev§im v epidermdlnich bunikdch. V fezech kontroly a negativni kontroly nebyl

zaznamenan zadny signal (Obr. 26).
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Obr. 26 Imunolokalizace GSNOR v pti¢nych tfezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom 3 h
po vystaveni TS pii 40 °C. Primarni protilatka anti-SIGSNOR (1:100), sekundarni protilatka
konjugovana s DyLight® 488 (1:1000). Prvni fada obrazki je pofizena ve viditelném svétle,
druha fada obrazkli znazornuje detekci signalu s pouzitim fluorescenéniho hranolu U-MWRB2.
Megtitko 200 um.

4.5.2 Lokalizace RSNO

Histochemickou detekci byly v ptfiénych fezech listu stresovanych rostlin lokalizovany
RSNO. Detekce byla realizovana s vyuzitim fluorescenéni sondy Alexa Fluor® 488 Cs
Maleimid (Af-M; 10 pmol-I™"). Signal byl zachycen pomoci fluorescenéni mikroskopie.
Jako kontrolni vzorky slouZily fezy nestresovanych rostlin a jako negativni kontrola
slouzily fezy neinkubované s Af-M. V fezech listii ptipravenych 2 h po ukonceni TS

pt140°C byl zaznamenan velmi slaby signal v bunkach cévniho svazku (Obr. 27).
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Obr. 27 Lokalizace RSNO v pri¢nych fezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom v ¢ase 2 h
po ukon&eni TS pii 40 °C. Fluorescenéni sonda Af-M byla pouzita v koncentraci 10 pmol-1".
Prvni fada obrazki je pofizena ve viditelném svétle, druha fada obrazkid znazoriuje detekci
signalu s pouzitim fluorescen¢niho hranolu U-MWB2. Méritko 200 pm.

U fezl pripravenych 3 h po vystaveni TS pii 40 °C nebyl detekovan zadny signal
(Obr. 28).

Kontrola Negativni kontrola Teplotni stres (3 h)
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Obr. 28 Lokalizace RSNO v pfi¢nych fezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom v ¢ase 3 h po
ukonceni TS pti 40 °C. Fluorescenéni sonda Af-M byla pouzita v koncentraci 10 pmol-1"". Prvni
fada obrazkl je potfizena ve viditelném svétle, druhd fada obrazkli znazornuje detekci signalu
s pouzitim fluorescen¢niho hranolu U-MWB2. Méfitko 200 pm.

-50-



4.5.3 Lokalizace NO

Histochemickou detekci pouzitim fluorescenéni sondy DAF-FM DA (10 pmol-1") byl
v pricnych fezech listu rajcete cv. Micro-Tom lokalizovan NO. Rostliny byly stresovany
2 h pti teploté 40 °C a pti¢né fezy listh byly pfipraveny v ¢asech 2 a 3 h po expozici TS.
Jako kontrolni vzorky slouzily fezy nestresovanych rostlin a jako negativni kontrola

fezy inkubované 10 min s 0,2 mol-1'1 cPTIO (lapa¢ NO).

U fezi ptipravenych 2 h po vystaveni TS pii 40 °C byl zaznamenan velmi slaby

signal v xylémovych buiikdch (Obr. 29).

Kontrola Negativni kontrola Teplotni stres (2 h)

Obr. 29 Lokalizace NO v pri¢nych fezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom v ¢ase 2 h po
ukonceni TS pti 40 °C. Fluorescenéni sonda Af-M byla pouzita v koncentraci 10 pmol-1"". Prvni
fada obrazkl je pofizena ve viditelném svétle, druha fada obrazkli znazornuje detekci signalu
s pouzitim fluorescen¢niho hranolu U-MWB2. Méfitko 200 pm.

U fezi piipravenych 3 h po vystaveni TS pii 40 °C byl detekovan signal v buiikach
cévniho svazku (Obr. 30). Nejintenzivnéj§i odezvu muzeme pozorovat v bunkach

xylému 1 floému.
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Kontrola Negativni kontrola Teplotni stres (3 h)
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Obr. 30 Lokalizace NO v pfi¢nych fezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom v ¢ase 3 h
po konéeni TS pii 40 °C. Fluorescenéni sonda Af-M byla pouzita v koncentraci 10 pmol-1™.
Prvni fada obrazki je pofizena ve viditelném svétle, druha fada obrazkid znazoriuje detekci
signalu s pouzitim fluorescen¢niho hranolu U-MWB2. Méfitko 200 pm.

4.5.4 Lokalizace ROS

Prostfednictvim histochemické detekce byly lokalizovany ROS v pti¢nych fezech listu
rajéete cv. Micro-Tom. Vyuzitim fluorescen¢ni sondy H,DCF DA v koncentraci
10 pmol-1" byl zachycen signal pomoci fluorescenéni mikroskopie. Rostliny byly
stresovany 2 h pii1 teploté 40 °C a pricné tfezy listd byly pfipraveny v ¢asech 2 a 3 h
po expozici TS. Jako kontrolni vzorky slouzily fezy nestresovanych rostlin a jako

negativni kontrola slouzily fezy inkubované s 10 mmol-1" askorbatem.

U feza piipravenych 2 h po vystaveni TS pii 40 °C byl detekovan slaby signal
v buiikach cévniho svazku (Obr. 31).
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Kontrola Negativni kontrola Teplotni stres (2 h)

Obr. 31 Lokalizace ROS v pricnych tezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom v Case 2 h
po ukonceni TS pii 40 °C. Fluorescencéni sonda H,DCF-DA byla pouzita v koncentraci
10 wmol-1"". Prvni fada obrazki je pofizena ve viditelném svétle, druhd fada obrazk® znazorfiuje

24

detekci signalu s pouzitim fluorescenéniho hranolu U-MWB2. Métitko 200 um.

V tezech ptipravenych 3 h po vystaveni TS piti 40 °C byl zaznamenan intenzivné;si
signal. Pfitomnost ROS byla pozorovana ve vSech buiikach. Slaby signal byl pozorovan

1 u kontrolnich nestresovanych rostlin.

Kontrola Negativni kontrola Teplotni stres (3 h)

200 ym - i 200 pun

Obr. 32 Lokalizace ROS v pricnych tezech listu S. lycopersicum cv. Micro-Tom v Case 3 h
po ukonceni TS pii 40 °C. Fluorescencéni sonda H,DCF-DA byla pouzita v koncentraci
10 pmol-1"". Prvni fada obrazkii je pofizena ve viditelném svétle, druha fada obrazki znazorfuje
detekci signalu s pouzitim fluorescenéniho hranolu U-MWB2. Métitko 200 pum.
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4.6  Detekce Hsp70

V rdmci obranné reakce va¢i vysokym teplotdm dochdzi v rostlinnych bunkéch
ke zvySené syntéze Hsp proteinli. Vyznamnou skupinou Hsp proteinii indukovanych
teplotnim stresem jsou Hsp70. V predlozené¢ diplomové praci byla provedena
imunochemicka detekce této skupiny proteinli pomoci metody Western blot (Obr. 33).
Pro detekci byly pouzity listy S. lycopersicum cv. Micro-Tom stresovanych 2 h
pii teploté 40 °C. Vzorky byly odebrany v ¢asech 2, 3, 4, 6, 8 a 26 h po 2 h expozice TS
pi1 40 °C. Na Obr. 33 je zndzornéna imunohistochemicka detekce Hsp70. Intenzita
bandl Hsp70 se vzristajicim ¢asem po vystaveni TS klesa (Obr. 33 (b)), coz naznacuje
intenzivni syntézu této skupiny proteinii v rané fazi obranné reakce rostlin a naopak,

pokles jejich syntézy v pozd¢jsi fazi.

(a)
K 2h 3h 4h 6h 8h 26 h
100 kDa
75kDa w0 o . n —— G Ghad w
50 kDa &
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26 3 Kontrola E3 4h
2.4 O 2h B o6h

2.2+ 3 3h Bl 8h
Hl 26h

r
(=]
1

1.8
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0.2

0.0— |
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Intenzita detekovaného bandu Hsp70 (ndsobek)

Obr. 33 Detekce Hsp70 v pribéhu obranné odpovédi na piisobeni TS u rajcete S. lycopersicum
cv. Micro-Tom. (a) Imunochemicka detekce Hsp70 u vzorki, které byly odebirany v ¢asech
2,3,4,6,8,26 hpo 2 h expozice TS pii 40 °C. Do jamek bylo naneseno 25 ul nepiecisténého
extraktu. Primarni my$i monoklonalni anti-Hsp70 protilatka byla fedéna v poméru 1:500, kozi
sekundarni anti-mysi IgG protilaitka znacend AP byla fedéna 1:1000. (b) Denzitometrické

vyhodnoceni intenzity detekovaného bandu Hsp70 v programu Imagel.
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5 Diskuze

Rostliny jsou neustdle vystavovany ménicim se okolnim podminkdm, které zptsobuji
zmény jejich metabolickych procesii ve snaze zachovat nejen rovnovahu mezi produkci
a vydejem energie, ale 1 udrzovani redoxni rovnovahy (Suzuki et al., 2011). Pokud
dochazi k trvalému pasobeni nevhodnych podminek okolniho prosttedi, které narusuji
normalni metabolismus, rGst a vyvoj rostlin, oznaujeme tento stav jako stres, ktery
muze v zavislosti na své intenzité vyustit az v poskozeni jednotlivych organt ¢i uhynuti
rostliny (Boguszewska & Zagdanska, 2012). Jako tzv. abioticky stres je oznacovano
pusobeni extrémnich klimatickych podminek (chlad, horko, sucho) ¢i nevhodné slozeni
pudy (zasoleni, nedostatek Zivin, polutanty). U zemédélsky vyznamnych plodin dochéazi
pod vlivem téchto podminek k omezeni jejich vegetativniho ¢i reprodukéniho riistu, coz
zpusobuje niz8i vynos a mize vést ke znaénym ekonomickym ztratam (Lawlor
& Cornic, 2002). Extrémni teploty (vysoka teplota ¢i chlad) jsou povazovany
2013). Pasobeni vysoké teploty vyznamné ovlivituje v rostlinnych bunkach metabolické
pochody (zejména fotosyntézu a respiraci), moduluje hladiny rostlinnych hormont,
primarnich 1 sekundarnich metabolitli, stabilitu bunéénych membran ¢i narusuje vodni
bilanci rostlin (Hemantaranjan ef al., 2014). Typickou reakci rostlin na plisobeni vysokeé
teploty je tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS), exprese fady tzv.
heat shock proteinti ¢i jinych stresem-indukovanych proteini ucastnicich se obranné
reakce (Saidi ef al., 2011; Hasanuzzaman et al.,2013a). Vlivem teplotniho stresu (TS)
dochazi k prudké piechodné tvorbé ROS, oznacované jako tzv. oxidativni stres, jejimz
v bunéénych membranach, oxidativni poskozeni DNA a RNA ¢i oxidace proteint
(Sharkey, 2005; Suzuki et al., 2012). V experimentédlni casti predlozené¢ diplomové
prace byl studovan vliv expozice TS pii 40, 45 a 50 °C po dobu 2 h na obranné
mechanismy rajéete S. lycopersicum cv. Micro-Tom. Rozmezi teplot 3845 °C je
obvykle pouzivano ve studiich vlivu TS u Solanum spp. (Byth et al., 2001; Alamillo et
al., 1995; Snyman & Cronjé, 2008; Piterkova et al., 2013; Kubienova et al., 2013).
Signifikantni zmény v produkci Hsp70, jejichz zvySenou syntézu vyvoldva plsobeni
TS, byly detekovany po expozici listovych diskll ¢i celych rostlin genotypil rajcete
(S. lycopersicum cv. Amateur, S. chmielewskii, S. habrochaites) po inkubaci pii 40 °C

po dobu 2 h (Piterkova et al., 2013; Kubienova et al., 2013). ZvySena akumulace Hsp70
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byla za téchto podminek pozorovdna u Spendtu, pepfe, pomerance a rajCete
S. lycopersicum cv. Daniella (Garavaglia et al., 2009, Li ef al., 1999, Alamillo et al.,
1995). Podobné, v piedlozené diplomové praci bylo ovéieno, ze TS pii 40 °C po dobu
2 h ma vyznamny vliv na produkci Hsp70 proteinti (Obr. 33).

0; \
et

TEPLOTNI STRES

Bunééna sténa

lasmaticka membrana

P

Obr. 33 Redoxni systémy zapojené v obranné reakci pii pusobeni TS. Percepce signalu
psobeni zvysené teploty na plasmatické membrang aktivuje Ca>" kanal s naslednym
zvysenim hladin Ca®" v cytosolu. Influx Ca®" aktivuje NADPH oxidasu (RBOHD) jeho
fosforylaci, coz vede ke zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS).
Pti teplotnim stresu se produkce ROS zvySuje také v chloroplastech a mitochondriich.
Peroxid vodiku (H,O;) plisobi jako druhy posel a v jadie aktivuje expresi obrannych
gentt kodujicich napt. heat shock proteiny (HSP) ¢i cytosolarni askorbatperoxidasu
(APX). Dalsi redoxni enzymy, jako je naptiklad superoxiddismutasa (SOD), katalasa
(CAT) a enzymy askorbat-glutathionového cyklu (ASC-GSH), pracuji v rtiznych
bunéénych kompartmentech, aby udrzely pfisluSné hladiny ROS (pievzato
z Hasanuzzaman et al., 2013).

Vlivem TS dochazi u rostlin k poskozeni ftady fyziologickych proces
(Halliwell, 1996). Hydroxylové radikdly mohou potencidln¢ reagovat se vSemi
biomolekuly, jako jsou pigmenty, proteiny, lipidy a DNA, a témét se vSemi slozkami
bunck (Moller et al., 2007; Karuppanapandian et al., 2011a). Singletovy kyslik miize
pfimo oxidovat proteiny, polynenasycené mastné kyseliny a DNA (Karuppanapandian
et al., 2011b; Huang et al., 2008). TS miize indukovat oxidacni stres pies peroxidaci

membranovych lipidd a naruSit stabilitu bunééné membrany diky denaturaci
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membranovych proteinti (Rodriguez et al., 2005; Camejo ef al., 2006). Funkéni pokles
fotosyntetické svételné reakce pii TS byl pozorovan diky produkci ROS zpusobujici
zvySeny unik elektronl z thylakoidni membréany (Bavita et al., 2012). TS vyvolava
akumulaci ROS na vnéj$im povrchu plasmatické membrany, coz mize zpisobit jeji
depolarizaci a zvySeni aktivity enzymu NADPH oxidasy (Obr. 32) kniz dochazi
fosforylaci prostfednictvim kalcium-dependentnich proteinkinas (CDPK) a aktivaci
zpsobuje pFimé navazani Ca>™ (Miller et al., 2009). V extrémnich ptipadech TS miize
akumulace ROS zplsobit programovanou bunécnou smrt (Suzuki et al., 2011).
Akumulaci H,O; Ize potlacit aplikaci inhibitoru enzymu NADPH oxidasy u Arabidopsis
a tabakovych bunécnych kulturach, coz naznacuje, ze NADPH oxidasa mé ustfedni
ulohu v signdlnich drdhach a mechanismech termotolerance (Larkindale et al., 2005;
Volkov et al., 2006; Koenigshofer et al., 2008; Miller et al., 2009). K produkci ROS
béhem TS dochazi také v mitochondriich, coz bylo potvrzeno v tabdkovych buiikach,
u nichz byla TS indukovana bunécna smrt a poskozeni mitochondridlniho metabolismu
(Vacca et al., 2004; Valenti et al., 2007). Histochemickou detekci ROS a stanovenim
aktivity a exprese enzymu NADPH oxidasy jsme prokazali, ze vlivem TS dochazi
k intenzivni produkci ROS a tedy 1 oxidativnimu stresu v riznych Casovych stadiich

obranné reakce S. lycopersicum cv. Micro-Tom (Obr. 31, 32, 19, 22).

Rostliny maji velmi dimysIn€ vyvinuty u¢inné obranné mechanismy pro jejich
pteziti pfed oxida¢nim stresem indukovanym vysokymi teplotami. Tolerance rostlin
vici TS byva casto spojena se zvysSenim antioxidacni kapacity diky enzymatickym
1 neenzymatickym detoxifikaénim systémim (Almeselmani et al., 2006; Babu et al.,
2008; Gong et al., 1997; Dat et al., 1998). Aktivita fady antioxida¢nich enzymi je
citlivda vici teploté. Chakrabortty a Pradhan (2011) uvadi, Ze katalasa (CAT),
askorbatperoxidasa (APX) a superoxiddismutasa (SOD) vykazuji zvySeni své enzymoveé
aktivity pf1 TS v rozsahu 35-40 °C u semenackll ¢ocky, avsak pfii teploté 50 °C jejich
aktivita klesa. V ptipad¢ peroxidasy (POX) a glutathionreduktasy (GR) byl pozorovan
pokles aktivity vrozmezi TS od 20 do 50 °C. Vlivem TS dos$lo ke sniZzeni aktivity
antioxidacnich enzymii a zvySeni produkce malondialdehydu (MDA) v listech ryze
(Hurkman et al., 2009). U ¢iroku, vystavenému TS 40/30 °C, den/noc, doSlo ke zvySeni
posSkozeni bunééné membrany a obsahu MDA o 110% a 75%, coz bylo doprovézeno
zvySenym obsahem H,0, a O, (124 % a 43 %) (Mohammed & Tarpley, 2010).

U pSenice exponované 33 °C po dobu 2 dni doSlo k inhibici riistu kofenti, kterd byla
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korelovana se silnym oxidacnim stresem, coZ je patrné z vyrazné¢ho zvySeni (68 %)
produkce O, v kofenovych bunkach. Obsah MDA také vzrostl o 27 % v 2 dny
po expozici TS v pocatecnich stadiich vyvoje semenacki a tento trend pokracoval
1 v pozdéjsich fazich vyvoje, kdy byl pozorovan nartst obsahu MDA o 58 % (Savicka
& Skute, 2010). V listech dvou genotypti psenice s rozdilnou toleranci viigi TS bylo
zjisténo, ze TS zpusobil akumulaci GSH a zvysil aktivitu enzymul podilejicich se na
jeho syntéze a doslo tak ke zvySeni poméru GSH/GSSG (Kocsy et al., 2002). Balla
et al, 2009 rovnéZz demonstroval vyznam antioxida¢niho enzymatického systému
piiobran¢ vuci TS (35/20 °C, den/noc) v zrnech pSenice ozimé. Aktivita enzymu
glutathion-S-transferasy (GST), APX a CAT byla zvySena, coz svéd¢i o zvySené
toleranci vi¢i TS. Dale bylo zjiSténo, ze zvySend tolerance odrid pSenice koreluje
s nartistem hladiny antioxidantii askorbatu (AsA) a GSH. Rani ef al., 2013 exponovali
5 denni termotolerantni genotyp brukve sitinovit¢é BPR-542-6 a citlivy genotyp NPJ-119
TS pii 45,0 £ 0,5 °C. Pozorovali zvySeni aktivity SOD, POX, CAT, APX a GR vlivem
TS, které bylo vyrazné¢ vyssi u tolerantniho genotypu. VysSi bazalni aktivita vSech
antioxidacnich enzymi s vyjimkou CAT byla nalezena u tolerantniho genotypu. Po 24 h
byly rostliny opét kultivovany za normalnich podminek (25,0 + 0,5 °C) a byl pozorovan
pokles aktivity SOD a CAT. Nicméné u obou genotypii dochazelo ke zvySeni aktivity
POX a GR. Aktivita APX vykazovala rozdilny trend, u tolerantniho genotypu se
zvySovala, u citlivého genotypu naopak zacala klesat. Kumar et al., 2012 studovali
reakci na TS u rliznych genotypt ryZe a kukufice se zaméfenim na tlohu antioxida¢niho
obranného systému. Pozorovali, Ze exprese CAT, APX a GR byla vy$s$i u genotypu
kukufice ve srovnani s genotypy ryze, zatimco u SOD nedos$lo po expozici 45/40 °C
k Zadnym zméndm exprese. Hladiny antioxidanti AsA a GSH byly vyssi u kukufice
vystavené teplotdm 45 a 40 °C. V listech modelovych rostlin rajcete S. lycopersicum
byly sledovany zmény aktivity antioxidacnich enzymii u semenackt kultivovanych
vrezimu 38/28 °C den/noc po dobu 7 dni a soucasné byl sledovan vliv exogenné
aplikovaného spermidinu (Spd) (Sang et al., 2016). TS vyrazné€ inhiboval rast rostlin
a byl sniZen 1 obsah chlorofylu. Exogenni aplikace 1 mM Spd na listy zmirnila inhibici
ristu vyvolaného TS. Vlivem TS byly vyrazné zvySeny hladiny MDA, H,O, 1 produkce
O, které byly snizeny aplikaci Spd. Aktivity i exprese enzymi SOD, POX, CAT, APX,
GR, MDAR a DHAR byly vyznamné sniZzeny pisobenim TS. Byly rovnéZ stanoveny
zvySené hladiny AsA, GSSG. Po aplikaci Spd bylo pozorovdno zvySeni aktivity

1exprese antioxidacnich enzymi, hladiny antioxidanti 1 endogennich polyamint
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v listech rajcete vystavenych TS. Tyto vysledky naznacuji, ze Spd ovlivituje endogenni
hladiny polyamini a zmirfuje poskozeni bunék diky oxida¢nimu stresu,
a to zvySovanim antioxida¢ni kapacity (Sang et al., 2016). Vysledky stanoveni APX
aktivity 1 exprese ukazuji, Ze vlivem TS dochédzi u S. lycopersicum cv. Micro-Tom
k poklesu antioxida¢ni funkce APX a tim 1 k vétSimu rozvoji oxidativniho stresu (Obr.

18, 21).

Je zndmo, Ze TS zpiisobuje denaturaci nebo agregaci proteintli, coZ muze vést az
k buné¢né smrti. Dalsi z obrannych reakci rostlin je zvySeni exprese heat shock proteinti
(Hsp) (Lindquist & Craig, 1988; Parsell & Lindquist, 1993). U vysSich rostlin je
produkce Hsp indukovana teplotami okolo 38 — 40 °C (Iba, 2002). Nejdtlezité;jsi tiidu
Hsp predstavuji Hsp70. Podili se na ochran¢ proteinti pfed agregaci, jsou zapojeny
do sklddani a tvorby nativni konformace fady proteini. Také se i¢astni transportnich
procest,, usnadiuji proteolytickou degradaci nestabilnich proteinti v lysozomech
¢1 proteasomu (Frydman, 2001; Hartl, 1996; Iba, 2002). Bylo rovnéZ popsano zapojeni
Hsp70 do transportu a translokace proteinti v chloroplastech a mitochondriich (Huang e?
al., 1999; Zhang & Glaser, 2002) ¢i do mezibunéEného transportu proteinti pies
plasmodesmata (Aoki et al., 2002). Na pracovisti KBC PiF UP byl studovan vliv
kratkodobého TS (40 °C po dobu 2 h) a patogeneze P. neolycopersici na produkci
signalnich molekul NO, H,0O, a Hsp70 u dvou rozdilnych genotypi rajcete
S. lycopersicum cv. Amateur a S. chmielewskii. Experiment byl realizovan na celych
rostlindch ¢i listovych discich, u nichz byl navic testovan vliv mechanického poskozeni
pletiva na produkci Hsp70 pii pisobeni TS. Nartst produkce Hsp70 byl detekovan
u listovych diskGi jako disledek mechanického posSkozeni rostlinného pletiva.
Po vystaveni TS byl pozorovan dal§i vyznamny narGst produkce Hsp70. Pomoci
metody Western blot byl prokazan vliv TS, patogeneze a jejich kombinace a regula¢ni
vliv ROS a RNS na expresi Hsp70. Byly detekovany dva proteiny rodiny Hsp70 liSici se
svou MW: teplotné-inducibilni protein Hsp72 a konstitutivné exprimovany protein
Hsp75. Mechanické poskozeni a patogeneze zptsobily zvySeni exprese Hsp75, teplotni
stres indukoval produkci Hsp72 (Obr. 34). Byla nalezena korelace mezi pisobenim

ROS a RNS a expresi Hsp70 (Piterkova et al., 2013).
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Obr. 34 Analyza exprese Hsp70 metodou Western blot na 10% (A) a 7% (B)
polyakrylamidovych gelech. V levé casti kazdého blotu jsou uvedeny standardy MW
o velikosti 21,5-31-45-66,2-97,4 kDa (A) a 45-66-97-116-200 kDa (B). Byly pouZity
extrakty z listovych diskli po 24 h od zahajeni experimentu. (A) zleva: 1.) kontrola (C)
mechanicky stres (20 °C), 2.) listovy disk vystaveny TS (2 h, 40 °C), 3.) listovy disk
infikovany P. neolycopersici (20 °C), 4.) listovy disk vystaveny TS a infekci
P. neolycopersici. St — standard proteinu Hsp70 z hovéziho mozku, 1 pg (ptfevzato
z Piterkova et al., 2013).

V navazujici studii realizované na KBC PfF UP byly sledovany zmény exprese
a hladiny Hsp70 v odpovédi na teplotni stres (4, 10, 20 a 40,5 °C) a infekci
P. neolycopersici u tii genotypt Solanum spp.: S. lycopersicum cv. Amateur — nachylny,
S. chmielewskii — sttedné rezistentni, S. habrochaites f. glabratum — vysoce rezistentni
genotyp vuci infekci P. meolycopersici. Celé rostliny byly vystaveny stresu pfii
4, 10, 20 a 40,5 °C po dobu 24 h a poté byly infikovany P. neolycopersici. Metodami
kvantitativni real-time PCR a Western blot s vyuzitim specifické protilatky anti-Hsp70
byl pozorovan nartst expresi i hladiny Hsp70 u vSech studovanych genotypii rajcete.
Je zajimavé, ze v ptipad¢ chladového stresu byly pozorovany vyznamné zmény pouze
u ndchylného genotypu pievazné 24 h po expozici. Podobné, zvysend hladina Hsp70
byla detekovéana u nachylného genotypu 24 h po jeho infekci (Kubienova et al., 2013).
Detekei Hsp70 proteinu v listech rajcete S. lycopersicum cv. Micro-Tom vystavenych
TS (40 °C po dobu 2 h) bylo ovéfeno zvyseni produkce Hsp70 proteinii zejména v rané
fazi obranné reakce, a to 2 h po ukonceni TS (Obr.32). V pozd¢jsi tazi obranné reakce
(6, 8 a 26 h po ukonceni TS) byla detekovana srovnatelna hladina Hsp70 s kontrolnimi
nestresovanymi rostlinami. Tyto vysledky potvrzuji vyznamnou roli Hsp70 v obrannych
reakcich jako molekuldrnich chaperontl, které jsou klicové pro spravné posttranslacni
sloZeni proteinil, dale také stimuluji opravné mechanismy a jsou schopny zabranit

poskozeni dilezitych proteinti ¢i ztraté aktivity enzymt (Huang & Xu, 2008).
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Spolecnym faktorem mezi reakcemi rostlin na abioticky stres je produkce
redoxnich aktivnich molekul véetné RNS (Mittler 2002), avSak jejich nadmérna
akumulace mize vést k nitrosativnimu stresu a naslednému poSkozeni bunky (Grant
& Loake 2000). Regulace homeostazy RNS je tedy dilezitym aspektem rezistence viici
abiotickému stresu (Vranova et al., 2002). DileZitou redoxni molekulou je NO, ktery
muze byt pozitivnim 1 negativnim regulator stresovych reakci. Dvoji pusobeni NO je
zavislé prevazné na jeho lokalni koncentraci a prostiedi jeho tvorby (Leshem
& Haramaty 1996; Mur et al., 2012). Pii TS byla pozorovana rychld produkce NO
v bunkach listd tabaku (Gould et al., 2003). ZvySend hladina NO byla detekovana
u vojtésky, ryze, pSenice 1 kukufice pti pusobeni kratkodobého TS (Leshem, 1998;
Lamattina et al., 2001; Uchida et al., 2002). V ptedlozené diplomové praci byl NO
detekovan histochemicky v pficnych ftezech listi rajcete Micro-Tom. V rané fazi
obranné reakce byl detekovan velmi slaby signdl u stresovanych rostlin (Obr. 29, 30).
Intenzivnéj$i produkce NO byla zaznamenana 3 h po vystaveni TS pi1 40 °C
v xylémovych buiikach (Obr. 30). Vzhledem k tomu, ze je NO nestabilni slou€enina, lze
predpokladat, Ze ma tulohu signalni molekuly, kterd aktivuje obranné antioxidac¢ni
mechanismy vic¢i oxidativnimu stresu vyvolanému TS (Obr. 35) (Neill 2002; Song

et al.,2006; Gill et al., 2013).

GSNOR je povazovana za klicovy enzym katabolismu NO, resp. GSNO, jeho
zasobni a transportni formy in vivo (Liu et al., 2001; Kubienova ef al., 2013). Zapojeni
GSNOR v mechanismech odpovédi na TS byl prokazan u mutantnich rostlin 4. thaliana
s defektnim genem HOTS5/GSNORI. U mutantu hot5 byla prokdzana zvySena citlivost
vuci vysoké teploté, zvySena hladina NO;™ 1 RSNO poukazujici na vyznamnou ulohu
kontroly intraceluldrni hladiny RSNO prostiednictvim GSNOR aktivity, coz ovliviiuje
termotoleranci 1 regulaci riistu a vyvoje u rostlin vystavenych vysokym teplotdm (Lee
et al., 2008). Podobné&, zvySena aktivita GSNOR spole¢né se zvySenou hladinou RSNO
byly stanoveny v pritbéhu obranné reakce S. lycopersicum cv. Micro-Tom (Obr. 17,
23). Exprese GSNOR byla zvySena pouze vrané fazi obranné reakce, v pozd¢jSich
casovych intervalech byla jeji hladina v listech srovnatelna s nestresovanou kontrolou
(Obr. 20). V jiné studii, u hypokotylu slunec¢nice, vlivem TS pii 38 °C po dobu 4 h
doslo ke snizeni GSNOR aktivity 1 exprese, sniZzeni produkce NO a zvySeni hladiny
RSNO (Chaki et al., 2011).
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Obr. 35 Mozné mechanismy NO-indukované ochrany proti oxidacnimu stresu
vyvolanému pisobenim abiotického stresu. NO ma ochrannou funkci proti plisobeni
oxidativniho stresu: 1.) NO reaguje s lipidovymi radikdly (R-, RO-, ROO-), coz
zamezuje Sifeni oxidace lipidi. 2.) NO reaguje s O,  za vzniku peroxydusitanu
(ONOQ)), nitra¢niho ¢inidla zpusobujiciho nitraci proteind. 3.) NO piimo aktivuje
antioxidacni enzymy: superoxiddismutasu (SOD), katalasu (CAT), askorbatperoxidasu
(APX), guajakolperoxidasu (GPX) a glutathionreduktasu (GR). 4.) NO ptimo aktivuje
genovou expresi. Hypoteticky mechanismus signélni funkce NO predstavuje signalni
kaskada prostiednictvim tvorby ¢cGMP, kterd neni u rostlin stale objasnéna (pievzato
z Gill et al., 2013)

V praci Kubienova et al., 2014 byly sledovany ucinky TS (42° C, 2 h) po
4 a 24 h od jeho ukonceni v listech, stoncich a kotenech modelovych rostlin C. sativus
cv. Stela, C. melo, Pisum sativum cv. Audit. Aktivita GSNOR byla zvySend po 4 h
ve stonku a koteni C. sativus cv. Stela, v pozdéjsi fazi 24 h po vystaveni TS doslo
k poklesu GSNOR aktivity na hladinu kontrolnich nestresovanych rostlin. Opaény trend
byl pozorovan v listech, kde se GSNOR zvySovala s nartistajicim ¢asem od expozice
TS. U C. melo byl pozorovan nartist GSNOR aktivity ve vSech rostlinnych orgéanech,
ktery byl intenzivnéj$i po 24 h od vystaveni TS. V ptipadé P. sativum cv. Audit byl
pozorovan narast GSNOR aktivity ve vSech rostlinnych organech v rané fazi obranné

reakce, vpozdni fazi po 24 h se GSNOR aktivit mirn€ snizila v listech, v kofeni
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a stonku nedoslo k zadné zméné. Tyto vysledky spolu s vysledky predlozené diplomové
prace podporuji hypotézu, kdy je GSNOR aktivita povazovdna za kliCovou pfii
aklimatizaci rostlin na vysoké teploty a podili se tak na ochrané¢ bun€k proti
nitrosativnimu stresu zptisobeném patofyziologickou hladinou RSNO (Lee et al., 2008).
Zvyseny obsah RSNO béhem TS byl pozorovan u hrachu a brukve sitinovité (Corpas
et al., 2008, Abat & Deswal 2009). Podobné, ve studii Ziogas et al., 2013 ukazali,
ze hladiny NO, RSNO a O; jsou vlivem TS vyznamné zvySeny v listech citrusu, coz je
spojeno se snizenym obsahem chlorofylu a ztratou elektrolytti (Ziogas et al., 2013).
Uvedené studie a vysledky diplomové prace naznacuji vyznam homeostazy NO/RNS
pfi aklimatizaci na vysoké teploty. Porucha této homeostdzy miiZze branit detoxifikaci

ROS/RNS, coz vede k nadmérnému oxidativnimu a nitrosativnimu stresu.
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6 Zavér
Cilem préace bylo studium produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a reaktivnich
forem dusiku (RNS) vpribéhu obranné reakce rajcete Solanum [ycopersicum

cv. Micro-Tom vystavenému teplotnimu stresu 40 °C, 45 °C a 50 °C. Z vysledki

provedenych experimenti, lze usoudit, zZe:

e Teplotni stres v bunikach zplisobil intenzivni narast hladiny ROS 1 NO. Vyrazny
byl také narist hladiny S-nitrosothiolit (RSNO) v pozdéjsich stadiich obranné
reakce.

e Vramci obranné reakce rostlin doSlo ke zvySeni exprese a aktivity NADPH
oxidasy, ¢imz doSlo k narGstu hladiny ROS. Snizeni exprese a enzymové
aktivity APX vedlo ke snizeni degradace ROS a indukci oxidativniho stresu.

e 'V pocatcich obranné reakce také doslo ke zvySeni aktivity GSNOR, zejména pti
pusobeni teplot 45 °C a 50 °C. V pozdégjSich stadiich doSlo k poklesu enzymové
aktivity, coz koresponduje s nartistem hladiny RSNO. Znatelny nariist byl
pozorovan 1 u exprese GSNOR. Pti teplotach 40 °C a 45 °C se exprese zvysila
2 h po vystaveni teplotnim stresu, pii 50 °C doslo ke zvySeni exprese 3 h
po vystaveni teplotnim stresu.

e Teplotni stres indukoval tvorbu molekul, které mohou sniZzovat nasledky
oxidativniho poSkozeni bun€k. 2 h po vystaveni teplotnim stresu dosSlo ke
znatelnému naristu hladiny molekuldrnich chaperontt Hsp70.

e Pro detailng;si studii pribéhu obranné reakce u S. lycopersicum cv. Micro-Tom
by bylo vhodné ovéfit v ramei navazujicich experimentti, zda dochazi k regulaci

enzymuil metabolismu ROS na trovni S-nitrosylace.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symbolu
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Metakaspasa 3 u Arabidopsis
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Monodehydroaskorbatreduktasa
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N-(1-naftyl)ethylendiamin
N-ethylmaleimid

Nitrit:NO oxidoreduktasa

Nitroxylovy aniont

Oxid dusnaty

Nitrosoniovy kationt

Nenabity radikal oxidu dusnatého

Oxid dusicity

Radikal oxidu dusic¢itého

Dusitanovy aniont

Dusi¢nanovy aniont

Oxid dusny

Oxid dusity

Dimer oxidu dusic¢ité¢ho
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Superoxidovy anion
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Hydroxylovy anion
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Peroxydusitan
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Fenylmethylsulfonylfluorid
Peroxiredoxin I1E

Respiratory burst oxidase homolog D
Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku

Peroxidasa

Thiolovy anion
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S-nitrosothiol

Disulfid
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Dodecylsiran sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pritomnosti dodecylsiranu sodného
Rekombinantni GSNOR ze Solanum lycopersicum
cv. Amateur
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Transkrip¢ni faktor 1

Zkraceny hemoglobin

Auxinovy receptor
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TEMED
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Trx
TrxR
XOD
XTT

Teplotni stres
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2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
Thioredoxin

Thioredoxinreduktasa
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