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1. UVOD

Pro védecké studie v rostlinné fyziologii a genetice se Casto vyuzivaji modelové
rostliny a od nich odvozené mutantni linie. Jednim z oblibenych modelt je i Solanum
lycopersicum L., raj¢e jedlé. Mutant 7B-1 se samdi sterilitou byl izolovan z populace rajcete
cv. Rutgers (dale jen ,,wild-type*, WT). Bylo prokazano, ze mutant 7B-1 je odoln&jsi vuci
biotickému a abiotickému stresu, zejména diky nadprodukci kyseliny abscisové, a ze

tolerance vUCi stresu se zvysuje pusobenim modrého svétla.

Ve své diplomové praci se zamé&fuji na rozdily ve vyvoji prasniki v kvétech rostlin
WT a mutanta 7B-1. V riznych casovych intervalech byl mikroskopicky sledovan vyvoj a
stavba kvéti, detekovana kaléza a reaktivni formy kysliku a dusiku. Byla provedena i

predbézna studie zmén hladiny peroxidu vodiku po infekci lista plisni Phytophthora infestans.



2. CILE PRACE

Cile této diplomové prace 1ze shrnout do nasledujicich bodu:

1. Zpracovani literarni reSerSe k dané problematice: reprodukcni organy krytosemennych
rostlin; metabolismus a role reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS) v ontogenezi
rostlin; role RONS béhem infekce rostlin; charakteristika fytoftor

2. Studium anatomie béhem vyvoje samcich reprodukénich organd u rajcete — srovnani
WT a mutantni rostliny 7B-1; histochemicka lokalizace kalozy a RONS fluorescenéni
a konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii

3. Studium syptomu a patofyziologie rajcete (Spektrofotometrické stanoveni zmeén hladin

peroxidu vodiku) po infekci Phytophthora infestans — srovnani u WT a mutanta 7B-1



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1. Vyvoj rostliny

Individuélni vyvoj rostliny neboli ontogeneze je obdobi od jejiho vzniku az po jeji
uhyn. Béhem tohoto obdobi dochézi ke kvalitativnim zménam ve stavbé, latkové preméné i
aktivité rostliny 1 jejich ¢asti. U vyssich rostlin ontogeneze zahrnuje vyvoj embrya od vzniku
zygoty az po dozrani semen, kliceni semen, tvorbu vegetativnich organl, vegetativni
rozmnozovani, tvorbu pohlavnich bunék, pohlavni rozmnoZovani a starnuti. Rostliny mohou
také prochazet obdobim vegetacniho klidu tzv. dormanci, kdy se zastavuje jejich rist a

vyrazn¢ se utlumi jejich metabolicka aktivita.

Rist rostliny je spojen s délenim bungk, jejich zvétSovanim a naslednou diferenciaci.
Tyto procesy jsou ovlivnény tadou faktorii, které rozliSujeme na faktory vnéjsi a vnitini.
K nejvyznamngj§im vnitinim faktorim se fadi fytohormony (rlstové regulatory), které bud’
rust povzbuzuji (stimuldtory) nebo ho mohou brzdit (inhibitory). V soucasné dobé méame
nejvice informaci o fytohormonech patficich do skupin auxini, giberelinli a cytokinind.
K dalsim vyznamnym fytohormonim se fadi kyselina abscisova a etylén. Pisobeni
fytohormonii neni jednotné, je zavislé na vyvojovém stavu jednotlivych organi,
na interakcich s dal§imi fytohormony a na mnoha dalSich vnitinich a vnéjSich faktorech.
Proto se neda zobecnovat vliv jednotlivych fytohormont na ristové procesy. Dale je rust
rostlin v pfirodé ovlivitovan desitkami raznych fyzikalné-chemickych faktort, které jsou

vvvvvv

vody a Zivin (Pavlova L., 2006).

3.1.1. Reprodukéni organy krytosemennych rostlin

K reprodukci krytosemennych rostlin slouzi kvét, ktery predstavuje soubor
specializovanych organii uréenych k pohlavnimu rozmnoZovani. Uplny kvét se sklada

Z kvétnich obalti a vlastnich reproduk¢nich organti — ty€inek a pestikti (Vinter, 2008).

Kvéty jsou znacné variabilni, a to pfedevsim z hlediska velikosti, tvaru, barvy, délky
a doby kveteni. Nejmens$i kvéty dosahuji velikosti kolem 0,5 mm, naopak nejvétsi kvéty
mohou byt velké 1,5 m a jejich hmotnost se pohybuje kolem sedmi kilogrami. Doba kveteni

se u krytosemennych rostlin 1i§i od n¢kolika minut po pil roku (Novak et Skalicky, 2008).

10



3.1.1.1 Ontogeneze kvétu

Kvéty se tvoti ve forme kvétnich primordii z perifernich apikalnich meristému stonku.
V prvni fazi se zakladaji kvétni obaly, nasledné tyCinky a nakonec pestik. Zakladani kvétnich
organtli je vysoce fizeny proces, ktery je ovliviiovan fadou faktordi vnitinich (fytohormony)
a vnéjsich (délka dne). Jemné regulacni mechanismy zajist'uji casovou posloupnost a presné
prostorové uspotadani jednotlivych ¢asti kvétu. Vyvoj ty¢inek a pestiki ovliviiuji rostlinné

hormony auxiny, cytokininy a gibereliny (Vinter, 2008).

Soucasné chapani ontogeneze kvétu vychdzi z nejnovéjSich znalosti o genetickém
zakladu tvoreni kvétnich organli. Podle genetickych poznatki byl vytvofen tzv. ,,ABC
MADS-box* model vyvoje kvétu, predstavujici univerzalni vysvétleni vzniku a diferenciace
jednotlivych kvétnich organt. Studie u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) odhalily
zmény v morfologii kvétu v disledku mutaci. Zjistilo se, Ze za uspotfadani kvétnich ¢asti
zodpovidaji tfi skupiny genl organové identity, tzv. ,,MADS-box geny“. Produktem téchto
skupin genti jsou transkripcni faktory, které reguluji expresi gend, zodpovidajicich za vyvoj
jednotlivych kvétnich organti. Exprese gent skupiny A vede ke vzniku kalichu, kombinovana
exprese skupin gent A, B vede ke vzniku koruny, exprese B a C ovliviiuje vyvoj andrecea
a geny skupiny C tvorbu gynecea (Campbell et Reece, 2006). Dalsi vyzkumy na mutantnich
rostlinach Arabidopsis byly provedeny pro zjisténi, které latky v rostliné aktivuji a dale
ovlivituji kveteni. Védci oznacili za potencialni aktivatory kveteni geny CONTANS (CO)
a FLOWERING LOCUS T (FT), které se nachéazeji v listech a ostatnich vegetativnich
¢astech rostliny. Gen FT neboli florigen ovliviuje zakladani generativnich organd, s tim
1 nastup kveteni. Florigen je dale regulovan nadfazenym genem CO. Regulacni drédha kveteni
byla objasnéna u topolu (Populus). U topolu zodpovida za vnimani délky dne fytohormon A,
ktery reguluje ¢innost genu CO a ten nasledné spousti produkci genu FT. Tato kaskada gent
ovliviiuje proces anatomickych zmén v ristovém vrcholu a zakladani kvét a reprodukénich
organt. DalSim prozkoumanym genem je TERMINAL FLOWER LIKE1, ktery je velice
podobny genu FT, ale jeho ucinky jsou opacné, jeho ¢innosti je ndstup kveteni blokovan

(Smykal, 2008).
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3.1.1.2. Anatomie kvétu

Klasicky kvét je slozen z kvétnich obalti a vlastnich reproduk¢nich organti — samicich
pestikii a samcich tyCinek. Kvétni obal (periant) je soubor pfeménénych listl, jeho funkci je
ochrana ty¢inek a pestikli, 1dka opylovace a dale se muze podilet na stavbé plodu. Podle
utvafeni kvétnich obald lze kvéty rozliSit na achlamydeické (kvétni obaly nevytvareji),
homochlamydeické (maji nerozliSené kvétni obaly, vytvaieji tzv. okvéti (perigon)).
Heterochlamydeické kveéty maji kvétni obaly rozliSeny na kalich (calyx) a korunu (corolla).

Rostliny se dale rozdé€luji na jednopohlavné nebo oboupohlavné podle piitomnosti
¢i nepfitomnosti tyCinek a pestiki. Kvéty oboupohlavnych rostlin (obr. 1) maji funk¢ni
pestiky 1 ty€inky, naopak rostliny jednopohlavné obsahuji jen pestiky nebo tycinky.
Vyskytuji-li se na rostliné zarovenn kvéty sam¢i i samici jednd se o rostlinu jednodomou.
Dvoudoma rostlina vytvaifi na jedné rostliné pouze kvéty saméi nebo samiéi (Campbell

et Reece, 2006, Vinter et Machackova, 2013).

koruna

7 kalich

kvétni luzko

Obr. 1 : Schéma oboupohlavného kvétu krytosemennych rostlin
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3.1.1.2.1. Samici reprodukéni organy

Pestik (pistillum) je samici pohlavni organ krytosemennych rostlin. Vznika sristem
jednoho nebo vice plodolisti (karpeli), které predstavuji samici vytrusné listy neboli
megasporofyly. V kvétu se obvykle vyskytuje vétsi pocet plodolistt, jejich soubor se nazyva
gyneceum. Nachazi-li se v kvétu vice jednoplodolistovych pestikli, hovofime o tzv.
apokarpnim gyneceu, jako napiiklad u jahodniku (Fragaria). Srusta-li vétsi pocet plodolistl
Vv jeden pestik, jedna se o tzv. cenokarpni gyneceum, které je typické naptiklad pro rajce

(Solanum lycopersicum).

Pestik je slozen ze semeniku (ovarium) obsahujiciho vajicka, ¢nélky (stylus) a blizny
(stigma). Cnélka prodluzuje pestik a tim umoziiuje blizné dosahnout vhodngjsiho postaveni
pro opyleni. Jeji velikost je riznd a v n¢kterych pfipadech miZe zcela chybét. Svrchni ¢ast
pestiku tvoii blizna. Jeji funkci je zachyceni a vykliceni pylového zrna. Vajicko (ovulum) je
mnohobunéény utvar vyvijejici se z placenty, predstavujici délivé pletivo plodolistu. Povrch
vajicka chrani obaly (integumenty), pod nimi se nachdzi pletivné jadro (nucellus), ve kterém
se vyviji zarodecny vak. Integumenty kryji cely povrch vajicka az na tzv. klovy otvor
(mikropyle), kterym pfi oplozeni prorista pylova lacka. Vaje¢na buiika (oosféra) predstavuje
nepohyblivou sami¢i gametu. Vyvoj sami¢iho gametofytu se sklddd ze dvou fazi,
tj. megasporogeneze (vyvoj haploidni megaspory) a megagametogeneze (vyvoj oosféry).
Megaspora se tvofi meidzou z mateiské bunkky — megasporocytu, kterd je diferencovana
v podpokozkové vrstvé nucellu blizko mikropyle. Megaspora dale zvétSuje svilij objem
a vyviji se z ni zraly zarode¢ny vak s oosférou (Kubat et al., 2003; Vinter, 2008; Pazourek
et Votrubova, 1997).
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3.1.1.2.2. Sam¢i reprodukéni organy

Tycinka (stamen) je samci pohlavni organ krytosemennych rostlin pfedstavujici samci
vytrusné listy neboli mikrosporofyly. V kvétu se vétSinou vyskytuje vétsi pocet tyCinek
a jejich soubor se nazyva andreceum. Tyc¢inky mizeme zpravidla rozd€lit na 3 zakladni ¢asti

— nitku (filamentum), spojidlo (konektiv) a prasnik (anthera).

Nitka je sterilni spodni ¢ast tyCinky, nejCastéji byva tenka, u nékterych druhti lupenité
rozsifend. Konektiv je tvofen sterilnim parenchymatickym pletivem, které spojuje prasné
vacky. Na konci nitky se vyskytuje prasnik (obr. 2), ktery sestava z dvou prasnych vacku
(theca). Kazdy vacek beézné obsahuje dvé prasna pouzdra (loculamentum), jez jsou
homologickd mikrosporangiu. Povrch prasniku je pokryt epidermis, oznacovanou jako
exothecium. Pod touto vrstvou se nachazi endothecium, které utvaii vrstva silnosténnych,
radialné protaZzenych bunék. Zasluhou vysychani bun¢k endothecia v dob& zralosti prasniku
dochazi k praskani prasnych pouzder, tzv. dehiscenci. Prasna pouzdra vypliuje tapetum, které
poskytuje vyzivné a stavebni latky pylu, produkuje enzym kataldzu, jehoz zasluhou dochazi

K uvolfiovani mikrospor z tetrad.

FEOAOR B

A" _ Ba a .

Obr. 2: Rez prasnikem rajcete. A: exothecium (epidermis), B: endothecium, C: tapetum,
D: cévni svazek, E: pylova zrna v prasném pouzdie, F: konektiv.

14



Vyvoj samcich gamet je dvoufazovy proces, prvni faze mikrosporogeneze predstavuje
vyvoj mikrospory (pylového zrna), druhéd faze mikrogametogeneze prezentuje vyvoj samcich
gamet (spermatickych bunck). Matefské buiiky mikrospor tzv. mikrosporocyty vznikaji
mitotickym d€lenim sporogennich bunék prasného pouzdra. Meiotickym redukénim délenim
vznikaji z mikrosporocytli pylovd zrna za vzniku Ctyt haploidnich jader. Pylova zrna jsou
Vv tetradach spojena kaldzou, u vétsiny rostlin vSak byva kaléza rozrusena enzymem katalazou
a dochazi k rozpadu tetrad. Mladd mikrospora nésledné roste a dale se dé€li asymetrickou
mitdzou na veétsi builku vegetativni a mensi buiiku generativni. Generativni buiikka mize byt
rozdélena na dvé spermatické buiky a to jiz v prasném pouzdie, v takovém piipadé vznika
trojbunécné pylové zrno. Dvoubunécnd pylova zrna jsou vSak u krytosemennych rostlin
U dvoubuné&énych pylovych zrn se po urcité dob& po vykli¢eni pylové lacky generativni
bunka déli ve dvé buiky spermatické, nachéazejici se pti vrcholu pylové lacky. Vegetativni
bunka neustale obklopuje generativni buiiky a po opyleni vytvaii pylovou lacku (obr. 3), coz
je struktura nezbytna pro pienos spermatickych bunék k vajicku (Kubat et al., 2003; Vinter,
2008; Pazourek et Votrubova, 1997).

Obr. 3 : Klicici pyl okurky (foto: M. Sedlafova)
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3.2. Vliv stresovych faktori

Rostliny jsou béhem svého zivotniho cyklu zna¢né ovliviiovany prostiedim, ve kterém
se nachazeji. Vnéjsi prostredi neustale podléhd zménam, které vyrazné ovlivituji fyziologické
procesy rostlin. Stresem se oznacuje stav, kdy na rostliny plsobi stresové faktory
(tzv. stresory), které mohou vést k poskozeni rostlinnych bunék, organti a v krajnim ptipad¢
az k jejich smrti. Stres mize byt povahy abiotické, vznikajici vlivem piemiry ¢i deficitu
fyzikélnich ¢i chemickych vlivl. Jako ptiklad Ize uvést nizké ¢i vysoké teploty, vodni deficit,
stupent zasoleni, intenzivni ozéfeni viditelnym nebo UV svétlem, vystaveni chemickym

latkam nebo t€Zkym kovim a jiné (Prochazka, 1998).

Bioticky stres je vyvolan napadenim rostliny patogeny nebo negativnim pisobenim
okolnich organismi stejného ¢i odliSného druhu. Patogenem miiZzeme nazyvat organismus,
ktery svoji ontogenezi nebo aspon jeji ¢ast prozije ve vzajemném pusobeni s rostlinou.
Patogen rostlinu vyuziva a poskozuje, nasledkem vzajemného ptisobeni vznika onemocnéni
¢1 choroba. Patogeny nutri¢né zavislé na hostitelské rostling, jsou zaroven oznacovany jako
parazité, podle zplisobu vyzivy je mizeme rozdélit do ne¢kolika skupin. Prvni skupinou jsou
biotrofni patogeny, u kterych je zdrojem zivin pouze ziv4a bunka hostitele. Nekrotrofni
patogeny intoxikuji a usmrcuji buiiku a nasledné se zivi jejimi zbytky. Posledni skupinou jsou
patogeny, které se zpocatku chovaji jako biotrofni, ale po ¢ase hostitelskou buiku zabiji,
takové patogeny nazyvame hemibiotrofni. Obecné mezi patogeny rostlin fadime viry, viroidy,

fytoplazmy, bakterie, prvoky, houby a hlistice (nematoda) (Kudela et al., 1989).

Rostliny se proti pilisobicim stresorim mohou chranit pasivné, kdy vytvareji
mechanickou bariéru, nejCastéji v podobé¢ silné kutily na listech a impregnace bunécnych stén
nebo aktivné, kdy k zmirnéni negativniho vlivu stresovych faktort dochazi az po interakci
s plazmatickou membranou bun¢k a symplastem. Pfi plsobeni stresoru na rostlinu vznika
tzv. stresova reakce, kterd je ovlivnéna fadou faktord, jako jsou intenzita a doba piisobeni
stresoru na rostlinu, stadium vyvoje rostliny, jeji vitalita, genotyp, adaptani schopnosti aj.
V ptirod¢€ na rostliny mtize piisobit 1 vice stresorti najednou. Pokud stresor plisobi na ¢ast
rostliny, dochazi v této Casti k lokalni stresové reakci, ta nasledné miize vyvolat stres i na

dalsich organech, tak vznika systémova stresova reakce (Pavlova, 2006).
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Rostliny mohou svoji odolnost viéi stresu zvySovat. Jednim z moznych zptisobu je
aklimatizace (otuzovani), kdy dochazi k morfologickému nebo fyziologickému ptizptisobeni
konkrétni rostliny. Narusta syntéza zasobnich latek (naptiklad Skrob a lipidy) nebo se snizuje
obsah vody v bunkach. Dal§im zptuisobem jak se branit proti stresovym faktorim je adaptace,
ktera ptfindsi genetické zmény v celé populaci rostlin. VSechny stresové faktory zpusobuji
zvyseni produkce RONS jako signélnich drah nebo obrannych mechanismt (Prochézka,

1998; Pavlova, 2006).

3.3. Modelové organismy

3.3.1. Solanum lycopersicum L.

Solanum lycopersicum L. neboli rajce jedlé (obr. 4) nalezi do celedi lilkovitych
Solanaceae. Jde 0 vytrvalou bylinu pochazejici z Jizni Ameriky, ktera byla do Evropy
piivezena zaCatkem16. stoleti. Dorusta vysky 1-3 m, stonek je pokryt Zlaznatymi trichomy,
lichozpetené listy maji pilovity okraj, kvétenstvim vrcholik (tvofen 3-12 kvéty, které maji 5

korunnich platki), plodem je duznata bobule (Acquaah, 2002).

Obr. 4: Morfologie lista, kvéta, ploda a rostliny Solanum lycopersicum L.
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Péstovani rajcete jedlého se v Evropé béhem stfedovéku rozsitilo, byly vytazeny linie
produkujici zvySené mnozstvi toxického alkaloidu solaninu. Postupné bylo vyslechténo Siroké
spektrum odrud rajcete liSicich se vzhledem, velikosti, barvou a chuti ploda (Allen, 2008).
Diive bylo raj¢e fazeno do rodu Lycopersicon, na zakladé molekularnich studii vSak doslo
k pietazeni do r. Solanum sekce Lycopersicum (Spooner et al., 1993). Rod Solanum dnes
zahrnuje 1500-2000 druhti. V poslednich letech se rajée jedlé stalo jednim z modelovych

organisml diky moznostem péstovani v riznych podminkach, pomérné kratkému zivotnimu

cyklu, relativné malému genomu a snadné kontrole opyleni a hybridizace (Bergougnoux,

2014). Slechténi novych odrid rajéete se nyni zaméfuje hlavnd na rezistence K riznym

chorobam a skudciim, kterych je u rajéete znamo vice nez 200 (vybér viz tabulka I).

Tabulka I: Vybér chorob a skidcu rajéete jedlého (upraveno z: Bergougnoux, 2014).

Mykoézy

Cerna hniloba

Alternaria alternata, Stemphylium botryosum,
Pleosporatarda, Stemphylium herbarum, Pleospora

herbarum,Ulocladium consortiale

Hnéda skvrnitost rajcat

Alternaria solani

Padli raj¢atové

Oidium neolycopersici, Oidium lycopersici

Plisent bramborova

Phytophthora infestans

Plisen Seda

Botrytis cinerea (telemorfa Botryotinia fuckeliana)

Fusariové vadnuti

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Nematoda, paraziti

Had’atko korenové

Meloidogyne spp.

Belonolaimus longicaudatus

Paratrichodorus spp., Trichodorus spp.

Bakteriozy

Bakterialni vadnuti rajcete

Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis

Bakterialni skvrnitost rajcete

Pseudomonas syringae pv. tomato

Bakterialni teCkovitost rajcete

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Bakterialni hniloba

Erwinia carotovora ssp. carotovora

Virozy

Virus mozaiky rajcete

Tobacco mosaic virus (TMV)

Virus bronzovitosti rajcete

Tomato spotted wilt virus (TSWV)
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3.3.2. Mutantni rostlina rajcete 7B-1

Mutant 7B-1 byl izolovana z populace S. lycopersicum cv. Rutgers (dale WT, wild-
type) pro svou samci sterilitu, kterd se projevuje pouze pii fotoperiodé¢ 16 hodin svétlo/8
hodin tma (Sawhney, 1997). Vlivem zminéné fotoperiody se v kvétech mutantnich rostlin
vyvijeji svrastélé tyCinky vytvarejici mikrospory, které maji velmi nizkou Zivotnost. Pokud se
doba osvitu zkrati na 8 hodin, rostliny rajéete 7B-1 se stavaji fertilnimi a vytvareji plody.
Mutantni rostlina 7B-1 je vyssi nez WT (obr. 5) a jeji kvéty se vyznacuji napadné dlouhym
pestikem vycénivajicim z koruny. Bylo prokdzano, Zze mutant 7B-1 je odolngjsi vuci
biotickému a abiotickému stresu, zejména diky nadprodukci kyseliny abscisové (ABA)
(Fellner et Sawhney, 2001; Fellner et al., 2001; Bergougnoux et al., 2009), bylo dokazano, ze
tolerance vuéi stresu se zvySuje pusobenim modrého svétla (Fellner et Sawhney, 2002).
V signalni draze kyseliny abscisové je zapojen i oxid dusnaty, potlaceni kli¢eni semen
zpusobené vysokou hladinou ABA nebo osmotickym stresem je do jisté miry spojeno
se snizenou koncentraci NO v semenech rajéete. Na rozdil od WT byla u mutanta 7B-1, jehoz
kli¢ici semena byla vystavena osmotickému stresu prokazana vyssi koncentrace NO. Vlivem
osmotického stresu pfispiva defekt v genu 7B-1 ke sniZzené akumulaci ABA a zaroveil
ke zvysené akumulaci NO, tim se aktivuje katabolismus ABA a nasledné dochazi ke snizeni
jeji endogenni hladiny (Piterkova et al., 2012). Naopak endogenni hladiny dal$ich rostlinnych
hormont, jako jsou ethylen, kyselina indolyl-3-octova a gibereliny, jsou uc¢inkem mutace

7B-1 snizeny (Fellner et al., 2001; Fellner et al., 2005; Bergougnoux et al., 2012).

Obr. 5: Porovnani mutantni rostliny rajcete 7B-1 s WT. Vlevo rostlina mutanta, vpravo WT.
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3.3.3. Phytophthora infestans

Puvodce chorob plisné bramboru a rajéete Phytophthora infestans je v sou¢asnosti
fazen do ftiSe Chromista (Cavalier-Smith, 1998), odd¢leni Peronosporomycota, tiidy
Peronosporomycetes, ¢eledi Pythiaceae, rodu Phytophthora. Tyto mikroskopické houbam
podobné organismy jsou hemibiotrofnimi patogeny vySSich rostlin. Do r. 1998 byla skupina
tzv. oomycet fazena do fiSe hub, od kterych se vSak 1i§i fadou molekularnich znaku, ale i
ptitomnosti diploidnich jader ve stélce, bunéénou sténou (obsahuje celulosu, ne chitin jako u
hub, a zasobni latku mykolaminaran (B-1,3-glukan)) a produkci rostlinnych steroli (Kalina et
Vana, 2005).

Nepohlavni rozmnozovani P. infestans (obr. 6) se d&je prostfednictvim sporangii,
ktera kli¢i bud’ ptimo pomoci kli¢iciho vlakna (pfi niz8i vlhkosti a teploté nad 15 °C), nebo
nepiimo tvorbou zoospor. Ve vodnim prostiedi a teplot¢ 12-15 °C se ze sporangii
ptenesenych vétrem nebo vodnimi kapkami na povrch hostitelské rostliny uvolni 3-8 zoospor
pohyblivych diky bo¢né lokalizovanym bicikim. Zoospory zahy ztraci bi¢iky a stavaji se
nepohyblivymi, vytvati kli¢ici vlakno zakonéené apresoriem, které pomoci penetraéniho
hrotu pfimo pronikéd pokoZzkou, anebo prorista do hostitelské rostliny priduchy. Mezibunééné
prostory prorustaji nepiehradkované hyfy, vétvi se a vytvareji haustoria, kterymi z bunck
ziskéavaji ziviny. Za ptiznivych podminek (teplota a relativni vlhkost) dochazi ke sporulaci.
Sporangiofory vyrustaji nejc¢astéji praduchy nebo poranénou pokozkou, jednotlivé nebo ve
svazeCcich. Na konci jednotlivych vétvi se tvofi sporangia ovalného tvaru, ktera jsou po
dozrani uvolfovana. Volné zoospory maji omezenou zivotnost, predevsim Vv suchych
podminkach a pfi vystaveni slune¢nimu zafeni. Zajimavou adaptaci je tvorba tlustosténnych
somatickych chlamydospor, které jsou schopny pfezit nepfiznivé podminky b&hem

vegetaniho obdobi.

Pohlavni rozmnozovani P. infestans (obr. 6) se d&je oogametangiogamii, tj. splyva
samCi jednobunétné antheridium kyjovitého tvaru se samiim ovalnym oogoniem, které
obsahuje pohlavni buiiky zvané oosféry a nebylo znamo az do doby objeveni pohlavniho typu
A2. Antheridia jsou hormonéln¢ pfitahovany k oogoniim, kde po vzajemném kontaktu zaénou
pfechédzet sam¢i jadra pomoci kopula¢nich kanalki do oogonia. Oplozené oosféry se méni
V tlustosténnou oosporu (zygotu). Oospory maji tfivrstevnou sténu (exospor, epispor,

endospor), diky které mohou piezivat neptiznivé podminky (napt. velmi nizké teploty, sucho)
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a mohou zustat zivotaschopné po dobu né¢kolika let. Vznikaji v pletivech napadenych casti
rostlin (listy, stonky, hlizy) a pretrvavaji po jejich rozkladu v pudé. Oospory kli¢i pomoci

kli¢iciho vlakna, které je zakoncené terminalnim sporangiem (Juroch, 2011).

( s

A —_, Sporangium
Q /" /—\ zoospory
= \ =1 |

sporangium sporulace mladé

rostliny na jare

oospora

oogonium @
Sl ]

antheridium

. v . - \\
pohlavni rozmnozovani T~

infikovana rostlina

Obr. 6: Schéma zivotniho cyklu Phytophthora spp. (upraveno podle: Courtesy et al., 2000).

P. infestans je jednim z ekonomicky nejvyznamnéjSich parazitt rostlin. K infekcim
dochazi, kdyz je vhodna teplota a vlhkost, nejlépe vodni film na povrchu rostlinnych organd.
Primarni infekce z pidy se §ifi stonkem a pfiznaky jsou viditelné nejdiive na vegetacnich
vrcholech. Sekundérni infekce se nejprve projevuji na listech, kde se objevuji nejcastéji od
Spicky k okrajim cepele nazloutlé az svétle zelené skvrny, pozdéji SedoCerné az cerné
nekrotické skvrny. Skvrny na listech se rychle zvétsuji, zasahuji postupné cely list, pozdéji
prechazeji na fapik a $ifi se stonkem do vysSich listovych pater, postupné jsou napadany i
vsechny stonky v trsu. Rostliny rajcete mohou byt napadeny az sekundarné sporangii
prenesenymi vétrem z infikovanych porosti bramboru nebo vodnimi kapkami ze sousednich
infikovanych rostlin. Na nadzemnich ¢astech vznikaji Sedozelené vodnaté skvrny, které se
pomalu rozrustaji a postupné hnédnou. Skvrny postupné zasychaji a béhem kratké doby
usycha cely list. V poslednich letech lze sledovat hnédé skvrny na stoncich, stopkéach plodi

nebo kvéta. Typickym projevem choroby jsou tmavé skvrny na rajcatech (Juroch, 2011).
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3.5. Metabolismus a role reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS) u rostlin

3.5.1. Reaktivni formy kysliku

Metabolismus a role reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species, ROS) u
rostlin jsou v poslednich letech pfedmétem mnohych vyzkumut. Mezi nejcastéji studované
reaktivni formy kysliku patii peroxid vodiku (H0,), superoxidovy anion (O;), hydroxylovy
radikal (OH-) a singletni kyslik (*O,) (Dat et al., 2000; Halliwell, 2006). Tyto molekuly
kysliku jsou vysoce reaktivnimi latkami a ve vysSich koncentracich jsou toxické, mohou
zpusobit oxidacni poskozeni bunky, naptiklad peroxidaci lipida (Asada, 2006). Pro zachovani
své existence si rostliny vytvofily obranné mechanismy, které umoznuji pfezit toxicky ucinek
ROS. Reaktivni formy kysliku jsou klicovymi regulatory mnoha biologickych procesti a
nékteré z nich rostliny vyuzivaji jako signalni molekuly (Apel et Hirt, 2004; Bailey-Serres et
Mittler, 2006; Mittler et al., 2004; Van Breusegem et al., 2008).

Reaktivni formy kysliku vznikaji pfi fotolyze vody v chloroplastech nebo pii dychani
vV mitochondriich diky elektron transportnim fetézcim. Dale jsou produkovéany peroxizomy,
coz jsou organely s vysoce oxida¢ni metabolickou aktivitou nebo s intenzivni rychlosti
elektronového toku (Dat et al.,, 2000). Produkce ROS v téchto organelich muze byt
zodpovédna za spousténi riiznych signalnich kaskad. Za specifickych stresovych podminek je
hlavnim producentem superoxidového anionu v mitochondriich elektronovy transportni
fetézec. Zdrojem ROS v rostlinnych buiikach jsou detoxikacni reakce, které jsou katalyzované
cytochromy v endoplazmatickém retikulu nebo v cytoplazmé. V peroxizomech je produkovan
superoxid pomoci xanthinoxidasy (Miller et al., 2008; Piterkova, 2010). Koncentrace ROS
Vv buiikdch je za normalnich podminek nizkd, pisobenim stresovych faktori na rostlinu se
jejich produkce vyrazné zvySuje, a tim se narusuje bunéna homeostdza. Nerovnovaha mezi
tvorbou a odbourdvanim ROS vede k tzv. oxida¢nimu stresu s moZnym nasledkem bunécné

smrti (Piterkova et al., 2005).

K ochrané¢ bun&k pred oxidaénim poskozenim slouzi neenzymové a enzymové
obranné mechanismy, zndzornéné na obrazku 7. Aby byl biologicky antioxidant u¢inny, musi
byt v buiice pfitomen v pfiméfeném mnoZstvi, musi reagovat s riznymi volnymi radikaly,
musi byt vhodny pro regeneraci bunky a zaroven ji nesmi poSkozovat. Jednim

z nejvyznamngjSich antioxidantd je kyselina L-askorbova (znaméjsi jako vitamin C), dalSimi

B-karoten, redukovany glutation a a-tokoferol (vitamin E) (Chen et Gallie, 2004; Shalata
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et al, 2011). Askorbat redukuje fadu volnych radikalti a tim zabranuje vzniku oxida¢niho
stresu, dale miize piimo ,,odstranit* n¢které reaktivni formy kysliku (superoxid, hydroxylové
radikaly, singletni kyslik) a je schopen redukovat peroxid vodiku na vodu (Piterkova et al.,
2005). Karotenoidy jsou schopny velice rychle odstranovat singletni kyslik

z protein-pigmentovych komplext chloroplast.
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Obr. 7: Schéma enzymovych a neenzymovych obrannych mechanismt proti
oxidativnimu poskozeni bun¢k (ptevzato z: Ceron-Garcia et al., 2012).

NejvSestrannéj§i ochranu proti moZznému oxidacnimu poSkozeni ve vSech castech
bunky zajistuji enzymy a nékteré enzymové systémy. K t€émto enzymlm podilejicich se
na katabolismu ROS patii superoxiddismutaza (SOD, EC 1.15.1.1), katalaza (CAT, EC
1.11.1.6), peroxidaza (EC 1.11.1.7), glutathionperoxidazy a enzymy askorbat-glutathionového
cyklu (Piterkova et al., 2005; Kranner et Birti¢, 2005).

Superoxiddismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) patti do skupiny oxidoreduktdz a je jednim
Z nejvyznamngjSich antioxidac¢nich enzymu. Vyskytuje se u aerobnich organisml ve vSech
bunéénych strukturach citlivych na oxidativni stres, zejména v cytoplazmé, peroxizomech,
chloroplastech a mitochondriich (Piterkova et al., 2005, Grace et al., 2000). Jednou z hlavnich
funkci SOD je katalytickd pfeména superoxidového radikdlu na peroxid vodiku
(20, ~ + 2H" < 2H,0, + O,), ktery je nasledné odstranén katalazami a peroxidazami

(Btezinova Belcredi et al., 2007). Ve vsSech aerobnich eukaryotech je v peroxizomech
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pfitomen enzym katalaza (CAT, EC 1.11.1.6). Podle lokalizace v riznych ¢astech rostliny
rozliSujeme 3 jeji isoformy - CAT1, CAT2 a CAT3. V listech se nachazi CAT]I, jejiz funkci
je degradace peroxidu vodiku béhem fotorespirace, CAT2 nalezneme piedev§im v cévnich
svazcich a CAT3 je pfitomna v semenech a mladych semenaccich, kde je napomocna pfi
degradaci peroxidu vodiku z glyoxyzomu (Dat et al., 2000). CAT se vyznacuje dvojim typem
aktivity, kataldzovou a peroxidazovou. V prvnim ptipadé katalyzuje CAT piimy rozklad
peroxidu vodiku, zatimco peroxidazova aktivita vyvolava oxidaci metanolu, etanolu,
formaldehydu nebo formatu. Na odstranovani peroxidu vodiku v mistech, kde neni pfitomna
katalaza, se podili antioxidanty askorbat-glutathionového cyklu, napt. askorbatperoxidaza
(APOX, EC 1.11.1.11) nebo glutathionreduktaza (GSNOR, EC 1.6.4.2) (Piterkova et al.,
2005). Askorbat-glutathionovy cyklus znazornuje obrazek 8.

Superoxid
dismutaza
Oxidovany
Askorbat NAD(P glutathion NADPH
Askorbat Monodehydroaskorbat | Dehydroaskorbat Glutathion
peroxidaza reduktaza reduktaza reduktaza
Monodehydroaskorbat NAD(P Redukovany \VNADP

\\ / glutathion
Dehydroaskorbat

Obr. 8: Schéma askorbat-glutathionového cyklu (upraveno podle: Piterkova et al., 2005).
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3.5.2. Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species, RNS) jsou dal§imi reaktivnimi
nizkomolekuldrnimi latkami s funkei signdlnich molekul. Miizeme je rozdélit na oxid dusnaty
(NO) a oxid dusicity (NO,), vyskytujici se formé volnych radikali a na skupinu latek, mezi
které patii kyselina dusita (HNO;), oxid dusity (N2O3), peroxynitrit (ONOO),
alkylperoxynitrit (ROONO).

Oxid dusnaty (NO) figuruje v celé¢ fad¢ fyziologickych a patologickych procesi
rostlin, ucastni Se otvirani a zavirani priaduchti (Garcia-Matta et Lamattina, 2001), regulace
senescence, rastu, kveteni, dormance semen (Belgini et Lamattina, 2000), ma vliv na aktivitu
nitrat reduktazy (Planchet et al., 2006) a na programovanou bunéénou smrt. V neposledni
fad¢ je také soucasti signalnich drah a obrannych mechanismil v odpovédi rostliny na rtizné

stresové faktory (Delledone et al., 2001).

Existuji dvé cesty vzniku NO v burikach, enzymova a neenzymova. U Zivocichi se
na vzniku NO podili enzym NO-syntaza (NOS, EC 1.14.13.39), existujici ve tfech
isoformach, které se odlisuji subcelularni lokalizaci, kinetikou a zpisobem aktivace. Vsechny
téi formy - neuronalni (nNOS), indukovatelna (iNOS) a endotelialni (eNOS) oxiduji L-arginin
na L-citrulin a NO. Prikaz NOS aktivity u rostlin je pfedmétem mnohych studii, zatim bylo
prokazano, ze s produkci NO souvisi pouze neptimo (Pirerkova et al., 2008; Zemoijtel et al.,
2006). Byl ovSem nalezen analog tohoto enzymu oznacovany ,NOS-like enzyme®.
Ten zpusobuje tvorbu L-citrulinu z L-argininu a navic reaguje na inhibitory Zivo¢isné NOS.
Pfitomnost ,,NOS-like* enzymu byla dokazana v peroxizomech a chloroplastech v listech
hrachu, déale v cytosolu bun¢k meristematické zony a v jadrech bunék prodluzovaci zony
kotene u kukufice (Wendehenne et al., 2001). Dalsim enzymem podilejicim se na tvorbé NO
u rostlin je nitratreduktaza (NR, EC 1.7.1.1.), jejiz funkci je katalyza NAD(P)H-dependentni
dvouelektronové redukce dusi¢nanu na dusitan (Yamasaki et Sakihama, 1999). Lokalizace
NR byla popsana v plasmatické membrané kotenovych bunék tabaku spoleé¢né s korenové
specifickou nitrit:NO oxidoreduktazou (Ni-NOR), ktera katalyzuje redukci dusitanu na NO.
V produkci NO u rostlin se uplatiuji dalsi enzymy jako je kienova peroxidaza katalyzujici
tvorbu NO in vitro za ucasti peroxidu vodiku z N-hydroxyargininu (Piterkova et al, 2008; Yu

et al.,, 2014). Vysoka tvorba NO byla prokazana v peroxizomech za ucasti enzymu
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xanthinoxidazy (XOD). Zde reaguje NO se superoxidem za vzniku peroxidusitanu (Corpas et

Barroso, 2014). Obrazek 9 predstavuje zdroje podilejici se na tvorbé oxidu dusnatého.

Cytoplazma | \\ Ned

PM-NR
NO,~ \\ ' NO,-
NR _PM-NiNOR
TN \ &
Mitochondrie | P'aZ"Lat’lea
. C_amiv membrana
Xanthine -
o d Chloroplast
: ‘ L-Arg
Peroxizomy

Obr. 9: Schéma znazornujici zdroje NO (upraveno podle: Yu et al., 2014)

Neenzymatickd cesta produkce NO zahrnuje nékolik reakci. Vlivem nizkého pH
v apoplastu dochazi k dismutaci dusitanu na NO a dusi¢nan, pfi fyziologickych hodnotach pH
se muze dusitan chemicky redukovat Kkyselinou askorbovou na NO a Kkyselinu
dehydroaskorbovou. Svétlem pohanéna redukce dusitanti na NO katalyzovana karotenoidy

byla popsana v membranach chloroplast (Piterkova, 2008).

Signalni drahy NO (obr. 10) Vv rostlinich muZzeme rozdé¢lit na ¢cGMP-dependentni
drahy a cGMP-independentni drahy. Mechanismus cGMP-dependentni drahy stoji na
navazani oxidu dusnatého na hemovou prosthetickou skupinu guanylatcyklazy. Konformacni
zména zvysi aktivitu enzymu a dochazi ke vzniku cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP),
jehoz vyssi hladina zpusobuje regulaci aktivity cGMP-dependentnich proteinkinaz, cCGMP-
dependentnich iontovych kanali a fosfodiesteraz. cGMP hraje roli pti indukci gend
syntetizujicich obranné latky, dale v regulaci iontovych kanali a uzce souvisi s piestavbou
cytoskeletu. (Bruckdorfer, 2005; Walden, 1998). Uginek cyklické ADP-rib6zy (cADPR) na
uvolnéni Ca #* z vakuoly do cytoskeletu byl popsan v kli¢ové studii na rostlinach tabaku
infikovanych virem tabakové mozaiky (Durner et al., 1998). V novg¢jsi studii (Gould et al.,
2003) byl popsan vliv . NO na zvyeni volnych Ca** ionti v cytosolu indukei

hyperosmotického stresu a mikrobialnim elicitorem kryptogeinem u bunék tabaku. Mezi
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cGMP-independentni drahy u rostlin patii aktivace proteinkinaz aktivovanych mitogenem
(MAPK). Tato aktivace vyvolava reversibilni fosforylaci enzymd, a tim ovliviiuje jejich
aktivitu. Ke stimulaci MAPK aktivity dochazi externi aplikaci NO v listech A. thaliana
a v listech tabaku. U tabaku muze dojit ke stimulaci MAPK aktivity i peroxidem vodiku
a kyselinou salicylovou, aplikace kyseliny jasmonové a ethylenu ke stimulaci MAPK nevedla
(Klessig et al., 2000, Piterkova et al., 2008). Aktivace MAPK kaskady v rostlinach tak

pravdépodobné predstavuje spolecny bod signalnich drah aktivovanych v reakci na riizné typy

stresu.

cGMP/ 7 Ca?* kanaly — velny Ca?*

cADPR
| > MAPK a dalSikinazy ——— signalnisit’ —— bunécna
‘ N O ‘ 7 odezva
| | proteiny se signalni funkeci
1 ;

GSH
* GSNO —— NO

Obr 10: Schéma znazoriujici signalni drahy NO u rostlin, primarni cile NO zahrnuji
mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK) a Ca** kanaly regulované prostfednictvim
zmén hladin cGMP a cADPR. NO reguluje aktivitu proteint nitrosylaci thiolovych skupin.
Stabilni metabolit S-nitrosoglutathion (GSNO) muze slouzit jako pfenasec signalu NO pro
jeho uvolnéni a interakce ve vzdalenych cilech (upraveno podle: Piterkova et al., 2008).

Signalni drahy NO mohou byt také zprostiedkovany kovalentnimi modifikacemi
proteinu (obr. 11) jako jsou nitrosylace cysteinti a nitrace tyrosint (Piterkova et al., 2008).
Princip S-nitrosylace je uskuteénén kovalentni vazbou —NO skupiny na skupinu —SH
v cysteinu (Hoffmann et al., 2003). Nitrace tyrosinu je realizovana pfipojenim skupiny —NO,
do polohy ortho na aromatickém kruhu tyrozinového zbytku. Zaroven dochazi ke zméné
struktury, coz vede k poruseni aktivity a k zabranéni fosforylace proteinu (Hnizdova et al.,
2009).
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Obr. 11: Schéma oxidaénich posttransla¢nich modifikaci (upraveno podle: Yu et al., 2014)

Oxid dusnaty je velice reaktivni plynny radikal, ktery snadno difunduje ptfes bunécné
membrany. Je znacné nestabilni, polocas jeho rozpadu v zivé buiice se pohybuje kolem ~ 6 s
predevsim diky reakci s aktivnimi formami kysliku (Thomas et al., 2001; Misra et al., 2010).
Z biologického pohledu jsou nejpodstatnéjsi reakce se superoxidovym anionradikalem
za vzniku peroxodusitanu, ktery dale reaguje s proteiny, lipidy a DNA za vzniku pfislusnych
nitroso- a nitroderivata (Szabo et al., 2007). Kvuli jiz zminéné vysoké reaktivité je
experimentélni detekce a kvantifikace NO in vivo obtizna. Uginky NO zavisi na jeho
koncentraci a jeho pfesnd detekce je nezbytna pro objasnéni jeho role v mnoha bunéénych
procesech. Pro detekci NO se vyuZziva cela fada technik, naptiklad: laserova fotoakusticka
spektroskopie, EPR spektroskopie, chemiluminiscence nebo hmotnostni spektrometrie
(Vandelle et Delledonne, 2008). Pro histochemickou lokalizaci produkce NO se vyuzivaji
specifické fluorescencni sondy a fluorescencni nebo konfokalni mikroskopy (Piterkova et al.,
2008).
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3.5.3. Role RONS v obrannych mechanismech infikovanych rostlin

Rostliny na obranu proti patogenim vyvinuly nespecifické a specifické obranné

mechanismy, které brzdi nebo zcela zastavi vyvoj patogenu, ¢i jeho fruktifikaci.
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Obr. 12: Schéma zapojeni RNOS do obrany rostliny proti patogenu a hypersenzitivni reakce
(upraveno podle: Jabs, 1999)
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Nezbytnou schopnosti rostlin je rozpoznani cizorodé buiiky od své vlastni, k tomu
slouzi dimyslny systém receptorti zakotvenych v cytoplazmatické membrané. Receptory jsou
specifické pro struktury, které se nachazeji na povrchu patogenti fungujicich jako elicitory.
Elicitory jsou latky produkované patogenem (PAMPs), mikroorganismy obecné (MAMPs)
nebo samotnym hostitelem, na ktery pusobi patogen. Elicitory jsou rozpozndvany receptory
hostitele a vyvolavaji obrannou reakci proti patogenu prostiednictvim komplexni soustavy
signalnich drah rostliny. Z chemického hlediska jde o pestrou skupinu latek lipidového,
proteinového a polysacharidového charakteru. Na konci signalni drahy se obvykle vyskytuje
transkripcni faktor, ktery se po fosforylaci vaze na DNA a spousti expresi gent spojenych
s obrannou reakci. V prubéhu rané faze obranné reakce (obr. 12) se ¢asto méni propustnost
cytoplazmatické membrany pro urcité ionty, do bunééné cytoplazmy prochéazi ionty H+, Ca*

(influx) a ionty K*, CI" proudi z cytoplazmy ven (eflux). Podle mnozstvi Ca®* proniklého do
bunky a rozsahu alkalizace extracelularniho prostoru dochazi k tvorbé reaktivnich forem
kysliku. Hlavné zvySena koncentrace vapenatych iontl je povazovana za velmi dilezitou pro

spusténi obranné reakce (Lochman et al., 2005, Boller et Felix, 2009, Lebrun-Garcia et al,

1998).
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Obr. 13 : Zmény hladiny RONS béhem hypersenzitivni reakce (upraveno podle De Gara et
al., 2003)
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S procesem patogeneze je spojena zvySena produkce reaktivnich forem kysliku
a dusiku, které se zde uplatiiuji jako obranné nebo signalni molekuly. Jednou z obrannych
reakci rostliny proti infekci je tzv. hypersenzitivni reakce (HR). Pii hypersenzitivni reakci
(obr. 13) dochazi k eliminaci infikovanych bunék, piipadné i bun¢k v okoli mista infekce,
procesem zvanym programovana bunécna smrt. Tim je zabranéno Sifeni infekce organismem.
HR je regulovana kyselinou salicylovou, kyselinou jasmonovou a ethylenem (Delledonne
et al., 2001; Greenberg, 1997). V nékterych patosystémech muze po HR nasledovat indukce
systémov¢ ziskané rezistence (SAR). SAR se vyznacuje vysokou odolnosti rostliny proti celé
Skale patogent (virulentnim, avirulentnim), kterou rostlina ziskala po pfedchazejici infekci
vyvolané patogenem. Zasadni roli v rozSifovani systémové i lokalni rezistence ma kyselina

salicylova (Delledonne et al., 2001).
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3.6. Metody studia RONS

3.6.1. Mikroskopické metody

RONS je mozné detekovat histochemickym barvenim, pii kterém se pouzivaji
specifické fluorochromy pro dané molekuly (tab. I). Barva pohlceného i vyzaieného svétla
zavisi na vlastnostech fluorochromu, které se od sebe 1isi excita¢nimi i emisnimi vlnovymi
délkami. Existuje cela skala fluorochromi pokryvajicich celé spektrum viditelného svétla
spiesahy do UV i1 IR oblasti. Z chemického hlediska se jedna zejména o xantonové

a akridinové heterocyklické slouceniny.

Dnes ¢asto pouzivanym fluorochromem pro detekci H,O, je 2, 7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetat (H2ZDCF DA) neboli dichlorofluoresceindiacetat (obr.
14). Ukazalo se, Ze tato sonda neni dostatecné selektivni, a Ze také reaguje s jinymi druhy
ROS a nékterymi RNS. H2DCF DA sam o sobé fluorescencni signal neposkytuje, tuto
schopnost ma jeho derivat 2', 7'-dichlorofluorescein (DCF). DCF vznika $tépenim H2DCF
DA pomoci intracelularnich esteraz a oxidaci volnymi radikaly, ptedevsim ‘OH, CO3",NO; a

thiolovymi radikaly (Catala et al., 2010).

ch\ﬂ/o I o) l O\H/CH3 HO 0 OH HO.

2 cl cl = ‘ ‘ Cl
" esteraza © i O oxidace
O COOH ——— COOH —>

H,DCF DA H,DCF DCF

Obr. 14: Pfeména fluorescen¢ni sondy H2DCF DA na jeho fluorescenéni derivat DCF.

Pro detekci hydroxylového radikalu a peroxidusitanu se vyuziva dvou fluorochromi
s podobnymi vlastnostmi, ale vys$i stabilitou a specifitou. Témito fluorochromy jsou
3'-(p-aminofenyl)fluorescein (APF) a 3'-(p-hydroxyfenyl)fluorescein (HPF). Maji shodné
hodnoty maxima excitace (490 nm) a emise (515 nm), mimo to jsou oba pomérné odolné vuci
oxidaci svétlem. Jejich reakce s iontem “OCI je vsak odlisna, u APF se intenzita fluorescence
po reakci s “OCI vyrazné zvySuje, u HPF tomu tak neni. Proto pfi soucasném pouziti obou

fluorochromil je umoznéna selektivni detekce anionu chlornanu (Setsukinai, 2002).
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V soucasné dobé ma velky vyznam rozvoj efektivnich a selektivnich fluorescencnich
sond pro reaktivni formy kysliku, zejména pro singletni molekuldrni kyslik, ktery je velmi
Spatn¢ detekovatelny zejména kvili vysoké reaktivité dané velmi kratkym polocasem rozpadu
v biologickych systémech. Jednim z vyznamnych fluorochromt je Singlet Oxygen Sensor
Green® (SOSG), jenz byl aplikovan u ftady biologickych systémii znamych tvorbou
singletniho kysliku (Gollmer, 2011). Podle vyrobce by SOSG nemél vykazovat citlivou
odpovéd’ na hydroxylové radikaly a superoxid. Pivodné byl dodavan pro extracelularni
detekci, nicméné bylo zjisténo, ze prochazi do nitra bunék. V pfitomnosti singletniho kysliku
SOSG emituje zelenou fluorescenci s excitatnimi/emisnimi maximy pii A ~ 504 nm a 525 nm
(Flors, 2006). Tato interakce dale vede k pieruSeni pienosu elektront a tvorbé endoperoxidu,

ktery vykazuje silnou fluorescenci (obr. 15).

pienos elektroni pregos elektr

COOH COOH
SOSG SOSG-EP

slaba fluorescence silna fluorescence

Obr. 15: Pfeména SOSG se slabou fluorescenci na SOSG-EP se silnou fluorescenci (upraveno
podle: Gollmer et al., 2010)

Nejpouzivangj§imi fluorochromy pro detekci NO jsou 4,5- diaminofluorescein diacetat
(DAF-2 DA) a 4-amino-5-methylamino-2°¢,7’difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA). Obé
sondy prochazi membranami a po vstupu do buinky jsou vnitrobunéénymi esterazami
deacetylovany. Vznikajici nefluoreskujici 4,5-diaminofluorescein (DAF-2) a 4-amino-5-
methylamino-2°,7’difluorofluorescein (DAF-FM) reaguji s oxida¢nimi produkty NO za
vzniku vysoce fluorescencnich triazofluoresceintl, které jsou zachyceny v cytoplazmé. DAF-
FM je oproti DAF-2 fotostabilngjsi a citlivéjsi, a vykazuje stabilni a silnou fluorescenci vV
Sirokém rozmezi pH (Kojima et al., 1999; Itoh et al., 2000). Fluorescen¢ni signaly

pozorujeme pii excitacni/emisni vinové délce 495/515 nm.

33



Tabulka Il: Ptehled vlastnosti fluorochromii vyuzivanych pro detekci RONS.

Pouziti pro

VInova délka (nm)

Nazev Struktura . barva citace
detekci - -
Excitace Emise
Hydroxylovy
&k radikal (OH),
3ep- peroxydusitan | - 4 490 515 Invitrogen, 2015
. (ONOO),
(aminofenyl)fluores ,
cein chlornanovy
anion (OCI
HPF
Hydroxylovy
3-(p- radikal (OH)
hydroxyfenyl) a zelena 490 515 Invitrogen, 2015
fluorescein peroxydusitan
(ONOO)
H2 DCF DA
o}
2 7 CHa—g—O 0 o—é:'—cH3 Per(g)rxid
dichlorodihydrofluo cl ‘ ‘ cl (:; 0112<;1a zelena 498 522 Invitrogen, 2015
in diaceta H C—OH
rescein diacetat O i dalsi ROS
SOSG
Singletni , .
Singlet Oxygen Kyslik (‘) zelena 504 525 Invitrogen, 2015
Sensor Green®
DHE Superoxid oranzo
?o 3 > 510 590 Zhao et al., 2005
Dihydroethidium 2 va
DAF-FM
Oxid dusnaty
4-amino-5- (NO) a dalsi zelena 495 515 Invitrogen, 2015
methylamino- RNS
2,7 difluorescein
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Pouziti pro

VInova délka (nm)

Nazev Struktura deteki barva Citace
Excitace Emise
DAF-FM DA
4-amino-5- OXI,du , .
methylamino- dusnaty (NO) | zelena 495 515 Invitrogen, 2015
27,7 difluorofluoresc a dalsi RNS
ein diacetat
DAA O NH,
NH,, Oxid dusnaty , .
12- O‘g (NO) zelena 264 494 Invitrogen, 2015
diaminoantrachinon
0
Hz
DAF-2 DA HoN
45- O 0 Oxid dusnaty selend 495 515 Valderrama et al.,
o . a (NO) 2007
diaminoflorescein ) O O 0
diacetat e o O’JJ\CH3
NH,
AF488 S-nitrosothiol elend 495 519 Valderrama et al.,
Alexa fluor 488 2 (CHyCHoNH (RONS) ? 2007
CuFL
Oxid dusnaty Albers, 2008
Kovovy fluorofor (NO) a dalsi zelena 488 516
s mé&di v molekule RONS
(CuFLs)
@
e http://www.strem.
FL2E ° = com/uploads/tech
W e, Oxid dusnaty techn_notes/96-
Kovovy fluorofor " "*-] " (NO) a dalsi zelena 495 520 0293tech.pdf,
RONS
McQuade et
o Lippard, 2010
N
~ — . ,
( |72 yOMe Oxid dusnaf? , Ouyang et al.,
MNIP-Cu = =N (NO) a dalsi zelena 490 492 2008
\ 0 RONS
Cu24
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Mezi dalsi metody studia RONS patii imunohistochemicka detekce enzymd, které jsou
zapojeny do metabolismu RONS. Jedna se o metodu zkoumajici ve vzorku ptitomnost
urcitych antigent pomoci specifickych protilatek. Pouzivané metody se rozdéluji na piimé,
nepfimé dvoustupniové a nepiimé trojstupiiové. Vyuzivaji se protilatky monoklonalni nebo

polyklondlni, které mohou byt znacené kovem, enzymem nebo fluorochromem.

Nejjednodussi, ale ne pfili§ citlivou metodou, je metoda ptima. Lze ji pouzit pro
antigeny hojn¢ zastoupené ve vzorku, kdy znacka byvd navdzana pifimo na primarni
protilatku. Citlivéjsi metodou je nepiima dvoustupniovd metoda, kdy se pouzije neoznacena
primarni protilatka, kterd je specifickd proti prokazovanému antigenu. Nasledné se pouzije
znacena sekundarni protilatka, ktera je specificka proti imunoglobulinim zvitete, které bylo
puvodcem primarni protilatky. Pokud je mnozstvi antigenu ve vzorku pfiili§ nizké, vyuziva se
nepiima trojstupiiovd metoda. V prvni fad€ se pouzije specifickd primarni protilatka proti
studovanému antigenu, nasledné specifickd protilatka proti imunoglobulinim zvitete, které
bylo darcem primarni protilatky a protilatky vyuzivané ve tieti fazi. Ve tfeti fazi se nanese
zna¢eny komplex (naptiklad peroxidaza-antiperoxidazovy komplex).

Piikladem neptimé dvoustupnové metody je detekce GSNO i GSNOR. V prvnim
kroku se jako primarni protilatka vyuziva komer¢ni polyklondlni krysi protilatka proti GSNO.
Fluorescencné znacena sekundarni protiladtka je komeréni krali¢i protilatka proti
imunoglobulinim krysy. Fluorescen¢ni znacka se pozoruje pfi excitacni/emisni vinové délce
A ~ 493/518 nm. Pro lokalizaci GSNOR slouzZi jako primarni protilatka v prvnim kroku
laboratorné ptipravena polyklonalni krali¢i protilatka proti GSNOR. Fluorescenéné znac¢enou
sekundarni protilatkou je komeréni kozi protilatka proti imunoglobulinim kralika.
Fluorescencni znacka se pozoruje pii excitacni/emisni vlnové délce A ~ 493/518 nm

(Kubienova, 2012).
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3.6.1.1. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie vyuziva tzv. luminiscen¢niho jevu, jenz se vyznacuje
schopnosti vyzatrovat do svého okoli svétlo. Existuji dvé formy luminiscence, v prvnim
ptipad¢ latka vydava svétlo na zdkladé chemické reakce, jde o tzv. chemiluminiscenci.
Druhou formou luminiscence je fotoluminiscence, kde se jednd o reakci latky na svétlo,
do této kategorie se tadi i1 fluorescence. Principem fluorescence je schopnost atomi
nebo molekul absorbovat mnozstvi energie, tzv. excitani energie a vzapéti tuto energii opét
vyzafit v podobé svételného emisniho zéafeni o vétsi vinové délce. Fluorescence je pouze
kritkodobym jevem, Spfibyvajicim casem odeznivd  schopnost fluorochromu
(fluorescen¢niho barviva) emitovat svétlo. Dal§$im moznym problémem pii mikroskopovani je
intenzivni osvétleni, pfi kterém je preparat $patné pozorovatelny. Rada latek je schopna
tzv. autofluorescence, jde o emitovani svétla biologickych struktur (mitochondrie, lysozomy,
chlorofyl), které se nésledné¢ chovaji jako fluorochromy. Podle polohy zdroje svétla
rozliSujeme dva typy fluorescen¢nich mikroskopli. U trans-fluorescenéniho mikroskopu
(Transmition light fluorescent microscope) svétlo prochazi excita¢nim filtrem a dopada
na preparat zespodu, tzn. ze zastinovy kondenzor odrdzi svétlo tak, Ze dopadd na preparat
zboku a diky tomu excitani sv€tlo prochazi mimo objektiv. Do objektivu se tak dostava
pouze emitovana fluorescence. Naopak u epi-fluorescenéniho mikroskopu (Reflected light
fluorescent microscope) dochazi k osvétleni preparatu pies objektiv. Emisni svétlo se vraci
zpét do objektivu, proto je nutné pouzit tzv. dichroické zrcadlo, které zaru¢i odraZeni
excitatniho svétla do objektivu a propusténi emitovaného svétla do okularu (Olympus

America Inc, 2012).
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3.6.1.2. Konfokalni mikroskopie

Velkou vyhodou konfokalniho mikroskopu je jeho vysoka rozliSovaci schopnost, ktera
je dana detekcei svétla pouze z ohniskové roviny mikroskopu. Rozliseni je asi 1,4x-1,6X vyssi
nez u klasického svételného mikroskopu s obdobnou optikou. Signal zrovin pod a nad
rovinou zaostieni je potlacen, tim se nabizi moznost snimat sérii optickych fezi, diky kterym
1ze rekonstruovat pozorovany objekt v 3D projekci (Kubinova, 2006). Vynalez konfokalniho
mikroskopu si nechal patentovat americky védec Marvin Minsky Vv roce 1957, ale funk¢ni
pfistroj sestrojili az prof. M. Petran a doc. M. Hadravsky z Lékaiské fakulty Univerzity
Karlovy v Plzni v roce 1965 (Claxton et al., 2004 - 2009).

Jednim z nejCastéji pouzivanych typid konfokdlniho mikroskopu je rastrovaci
konfokalni mikroskop ,,Confocal Laser ScanningMicroscope (CLSM) vyuzivajici jako zdroj
svétla laser. Laserovy paprsek tvorici bodovy zdroj svétla je fokusovan na clonku, dale
pronika objektivem a dopada az na samotny vzorek, kde je obraz clonky fokusovan do bodu,
jehoz prumér odpovida difrakéni neboli rozliSovaci mezi. Pres tentyz objektiv prochazi svétlo
odrazené, rozptylené, piipadné fluorescence. Sekundarni paprsky prochazi pies clonku, jejiz
bodovy obraz je diky deli¢i paprskli umistén pied fotondsobi€. Tam se nachazi druhd
konfokalni bodova clonka, ktera filtruje svétlo prochazejici z oblasti mimo ohniskovou rovinu
mikroskopu. Zakladnim principem CLSM je to, Ze se obraz nevytvaii najednou, ale vznika
tadkovanim bod po bodu. Radkovanim jsou snimany optické body v roving XY a diky piesné
definovanému posunu v ose Z i jednotlivé optické fezy. Rastrovani bod po bodu muze
probihat tfemi riznymi zpisoby, rozmitanim laserového paprsku, pficnym posuvem vzorku
pied objektivem nebo posunem samotného objektivu. Po skenovani je pocita¢ schopen

sestavit obraz celého preparatu (Kubinova, 2004).

DalSim typem konfokéalniho mikroskopu je tandemovy skenovaci mikroskop ,,Tandem
scanning confocal microscope®, ktery vyuziva pro skenovani rotujici disk tzv. Nipkowlv
kotou¢. Jedna se o rotujici perforovanou desticku, ktera zajist'uje usmérnéni laserového svétla
na body preparatu. Kotou¢ obsahuje desitky az stovky tisic otvori v Archimedovych
spiradlach. Tandemové skenovaci mikroskopy se vyuZzivaji zejména pro pozorovani zivych
preparatd, jejich vyhodou je rychlé snimani, diky kterému na pozorovany objekt plisobi nizsi
intenzita svétla, a tim se snizuje vyb€lovani preparatu tzv. photobleaching (Hibbs, 2004).
Konfokalni mikroskopie umoziiuje pozorovani optickych fezii vzorkem, preparat se pozoruje

bud’ v rezimu viditelného svétla, nebo v rezimu fluorescence.

38



3.6.2. Spektrofotometrické metody

Mezi nepifimé metody stanoveni NO a jeho metaboliti patii spektrofotometrie.
Spektrofotometrické stanoveni dusitanii spo¢ivd na Griessov€é metod¢, vyuZzivajici
nitratreduktazu a Griessovo ¢inidlo (sulfanilamid). Dusitany reaguji se sulfanilamidem
za vzniku diazoniové soli sulfanilamidu, kterd dale reaguje s Griessovym ¢inidlem II.
(naftylethylendiaminem) za vzniku produktu charakteristického zbarveni, ktery se stanovuje
spektrofotometricky. V prvni fazi spektrofotometrické analyzy se ve vzorku stanovuje obsah
dusitani, ve druhé fazi soucet dusicnanii a dusitand. Dusi¢nany, vzniklé reakci NO
a hemoglobinu, se na dusitany ptevadéji jednak diky enzymu nitrat reduktaze, nebo chemicky
na médi potazenych kadmiovych kulickach, detekce probiha pii A ~ 540 nm (Kupkova et al.,
2004).

Spektrofotometrické metody se také vyuZivaji pro staoveni peroxidu vodiku
Vv rostlindich. Prvni moznosti detekce H,O, je metoda vyuzivajici jodid draselny. Jodid
draselny reaguje s peroxidem vodiku ve stechiometrii 1:1 za tvorby jodu, ktery Ize stanovit

méfenim absorbance pii 390 nm (Klapheck et al., 1990).

Princip dal$i metody spociva v reakci hydrochinonu, jenz se za pfitomnosti H,O,
oxiduje na p-benzochinon (obr. 16). Vznikly meziprodukt reaguje s anilinem na vysledny
produkt, ktery je spektrofotometricky méfen pii 550 nm. Jako katalyzator se vyuziva
molybdenan amonny. Tato metoda je linedrni do koncentrace peroxidu vodiku 0,4 umol/l

(ElInemma, 2004).

OH 0
Xy, H0: - anilin
—_— T
/ .
' - NHph
H 0
hydrochinon p - benzochinon

Obr. 16: Reakce hydrochinonu s anilinem (pievzato z: Petfivalsky et al., 2010)

Principem metody s xylenolovou oranZi (FOX) je oxidace zeleza (II) na Zelezo (III)
peroxidem vodiku za p¥itomnosti Katalyzatoru, kterym je v tomto piipadé sorbitol. Zelezo
() tvoti s xylenolovou oranzi fialovy komplex, ktery je spektrofotometricky méfitelny pti

560 nm. Metoda je linearni do koncentrace 2 uM peroxidu vodiku (Petiivalsky, 2010).
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Metoda s Amplex Red (obr. 17) je zalozena na reakci Amplex Red (10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazin) s peroxidem vodiku v pfitomnosti peroxidazy ve stechiometrii 1:1 za
tvorby resorufinu, ktery lze stanovit méfenim absorbance pfi 570 nm nebo fluorescence
(excitac¢ni filtr: 530/25, emisni filtr 590/35). Pro vzorky obsahujici nizkou koncentraci
peroxidu vodiku je vhodné pouzit fluorescenéni méfeni, které je linearni do 0,004 pmol/l
koncentrace peroxidu vodiku a je citlivéjsi. Naopak pfi vysSich koncentracich je vhodné
pouzit méfeni absorbance, tato metoda je linearni do 0,3 umol/l koncentrace peroxidu vodiku

(Zhou et al., 1997).

fx“m/

HO. = \(Y HRP /x, S -\ .0
+ HO, — /li
A "
07 “CH,

Obr. 17: Reakce Amplex Red s peroxidem vodiku (pievzato z: Pettivalsky et al., 2010)

Dalsi metoda spociva v reakci aminoantipyrinu s peroxidem vodiku a fenolem za
pfitomnosti peroxidazy (obr. 18). Barevny produkt této reakce lze urcit métenim absorbance

pii 505 nm. Metoda je linearni do koncentrace 6 nM peroxidu vodiku (Seki et al., 2004).

0 8]
HoN l peroxidasa N‘a = 4 H:0
AAP + fenol <+ | N - = N |
/ A" S 0
Ha N, / CH,
CH

4 - aminoantipyrin chinonimin

Obr. 18: Reakce aminoantipyrinu s peroxidem vodiku (pfevzato z: Pettivalsky et al., 2010)

Posledni metodou je metoda s aminoantipyrinem a  3,5-dichloro-2-
hydroxybenzensulfonovou kyselinou, jejiz princip spocivd v reakci oxidovaného
aminoantipyrinu s dichlorhydroxybenzensulfonovou kyselinou (DCHBS). Produkt ma
rizovofialové zbarveni a lze jej stanovit méfenim absorbance pii 515 nm (Petfivalsky et al.,

2010).
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3.6.3. EPR

Elektronova paramagnetickd rezonanéni (EPR) spektroskopie, také nazyvana
elektronova spinova rezonan¢ni (ESR) spektroskopie, patii mezi nejefektivnéjsi metody pro
detekci molekul obsahujicich neparové elektrony (paramagnetické ionty, kyslikové radikaly,
organické radikaly). Paramagnetismus atomt a molekul je nutnou podminkou aplikace EPR

spektroskopie.

Tato metoda je zalozena na pifechodech mezi energetickymi hladinami vzniklymi
pusobenim magnetického pole na neparovy elektron. Predmétem zkoumani jsou vysoce
rozliSena EPR spektra paramagnetickych systémt v roztocich. Napiiklad NO obsahuje v
molekule 11 valen¢nich elektrontl, ale EPR spektrum vznika u volné molekuly NO pouze za
ptedpokladu, je-li v excitovaném stavu. Pro stanoveni NO se pouziva metoda tzv. zachytu
spinu, kdy reaguje radikdl s diamagnetickou latkou, kterd je citlivd k vytvofeni komplexu,
vznikne radikal s delsim biologickym polocasem a lepsi detekovatelnosti. NO vytvaii
takovéto komplexy naptiklad s pfechodnymi kovy, thioly nebo s reaktivnimi formami kysliku

(Kupkova et al., 2004, Veceiova, 2013).

Vyhodou metody EPR spektroskopie je jeji vysoka citlivost, kdy Vv pfiznivych
podminkach lze mé&fit paramagnetické systémy s koncentraci az 10-9 mol x dm? |, dale jeji

vypoveéd o reaktivité a molekulové strukture.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Material

4.1.1. Rajce

Experimenty byly provadény u rajcete Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT) a
jeho mutantni formy 7B-1 (Sawhney, 1997). Spontanni recesivni ,,single gene* mutant 7B-1
byl vyselektovan pro samci sterilitu, projevujici se za dlouhého dne (fotoperioda 16 h svétlo,
8 h tma). Za kratkého dne (fotoperioda 8 h svétlo, 16 h tma) jsou rostliny fertilni (Sawhney,
1997). Mutovany gen neni dosud znam, podle dosazenych vysledkt vSak lze predpokladat
defekt v signalni draze modrého svétla (Fellner et Sawhney 2002; Hlavinka et al., 2013).

4.1.2. Phytophthora infestans

Pro inokulaci rajéat byly pouzity kmeny Phytophthora infestans VZ 14/14 a V1 4/14
poskytnuté ze sbirky Katedry ochrany rostlin FAPPZ CZU v Praze. P. infestans byla
pestovana na pevnych médiich V8 a zrajcatové s$tavy pii teplot¢ 25 °C. Zakladem
kultiva¢nich médii pro P. infestans jsou piirodni zeleninové stavy, V8 (smés dzusi z 8 druht
zeleniny) nebo 100% raj¢atovy dzus. 350 ml dZusu je tfeba pufrovat 5 g CaCOj3 za stalého
michani po dobu nckolika minut. Nasleduje centrifugace po dobu 20 minut pfi 6000g.
Supernatant se fedi destilovanou vodou v poméru 1:5. K piipravé pevného média se pridava
2-3% agar (w/v). Media se poté autoklavuji pii 120 °C po dobu 20 minut. Po vychladnuti na
cca 90 °C se nalévaji v aseptickych podminkach do sterilnich Petriho misek. Po ztuhnuti se

uchovavaji v lednici pii 4°C.

4.2. Metody

4.2.1. Studium anatomie kvétu

Pro experimenty byla pouzivana poupata 3 mésice starych rostlin rajcat WT a 7B-1,
péstované za dlouhého dne (fotoperioda 16 hodin svétlo, 8 hodin tma), teploté 22 °C. Poupata

se sbirala v riznych velikostech, od 3 do 8 mm.
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4.2.1.1. Priprava poly-L-lysinovych skel

Pfedem ocisténa podlozni skla byla vlozena do vlhké komurky, mezi 2 skla bylo
napipetovano 60 ul poly-L-lysinu, inkubace probihala 30 minut pfi pokojové teploté. Skla

byla ocisténa destilovanou vodou a nechdna uschnout ptes noc v pokojové teploté.

4.2.1.2. Zalévani a fezani

Proces zalévani poupat do blockli probihal 7 po sobé& nasledujicich dni. Prvni den byla
nasbirand poupata ponofena do Cerstvého fixa¢niho roztoku 4% paraformaldehydu (PFA) a
umisténa na ledu ve vakuu (500 mm Hg) po dobu 15-20 minut. Tento postup byl opakovan
s Cerstvyym PFA dokud se vSechna poupata v roztoku neponofila. Nasledné¢ byl vyménén

fixacni roztok a poupata byla ponechéna ptes noc v lednici ve 4°C.

Druhy den byla poupata dvakrat omyta v PBS po dobu 30 minut. Déle byla rostlinna

pletiva odvodnéna v etanolu nésledujicim zptisobem:

10 % etanol 30 minut
30 % etanol 30 minut
50 % etanol 1 hodina
70 % etanol 1 hodina
85 % etanol 1 hodina
95 % etanol 1 hodina
100 % etanol 1 hodina ...opakovani 3x

Nésledné byly vzorky uloZeny pies noc v lednici ve 4°C v roztoku toluidinové modfi

(0,1 % v 100 % etanolu).

Tteti den byly vzorky vyndany z lednice a hodinu ponechédny pti pokojové teplote.

Etanol byl postupné nahrazen Histoclearem:

Etanol/Histoclear (3:1, V/V) 1 hodina
Etanol/Histoclear (1:1, V/V) 1 hodina
Etanol/Histoclear (1:3, V/V) 1 hodina
Histoclear 1 hodina ... opakovani 3x
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Na konci dne byla ke vzorku pfidana % objemu Paraplastu Plus, vzorky byly umistény do

60°C pfes noc.

Ctvrty den se postupné sléval Histoclear a byl nahrazovan Paraplastem, ktery se
ptidaval po cely den postupné kazdou hodinu. Na konci dne byl vSechen Paraplast se zbytky

Histoclearu nahrazen Cistym zalévacim mediem a vzorky byly ponechany pies noc v 60°C.

Paty a Sesty den se pfiblizné po 4 hodinach 3 krat vymeénil Paraplast vzdy za Cerstvy,

vzorky byly uchovavany v 60°C.

Sedmy den byla poupata pielita do misek a zalita ¢erstvym Paraplastem a srovnana
pro nasledné nafezani. Po ztuhnuti byly vzorky skladovany v lednici ve 4°C (Javelle et al.,
2011).

Vzorky byly pomoci skalpelu nafezané na bloc¢ky obsahujici jednotlivd poupata.
Blocky byly nésledné pomoci roztaveného Paraplastu upevnény na dievénou kostku (nosic)
a pouzity k pfipravé ezt na mikrotomu (Mikrotom HM 200, Ergostar, Zeiss, Némecko).
Rezy tlusté 8 pm byly umistény na pfedem nachystana poly-L-lysinova podlozni skla do

kapky destilované vody. Pro pfichyceni fezl byla skla umisténa na termodesku.

4.2.1.3. Barveni a detekce kalozy fluoresce¢ni mikroskopii

Ptfed barvenim fezl byl odstranén Paraplast inkubaci skel nasledujicim postupem:

Histoclear ~ 20 sekund ...2x
100% etanol 30 sekund ...2x
95% etanol 30 sekund ...2x
70% etanol 30 sekund ...2x

Nasledné byla skla barvena Anilinovou modii (1% v destilované vode).

Anilinova modf 3 minuty
Destilovana voda 15 sekund ...2x
75% etanol 3 minuty

Skla stezy byla vysusena v termostatu pii 40°C a ptfed mikroskopovanim skladovana

V lednici ve 4°C.
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Lokalizace kaldzy ve vzorcich byla provedena fluorescenénim mikroskopem BX 60
(WU filtr; excitace 330-385 nm, emise 420 a vice nm) a dokumentovany CCD kamerou DP73
(Olympus, Japonsko).

4.2.2. Histochemicka detekce RONS konfokalni mikroskopii

Cerstvé natrhana poupata S. lycopersicum (WT a 7B-1) byla zalita do 4 % agarozy
o teplot¢ asi 40°C. Po ztuhnuti byly blocky agarézy se vzorkem uprostted nalepeny
vtefinovym lepidlem na drzdk vzorku. Vibratomem (BangCo, 1000 Plus, Brno, Ceska
republika) byly zhotoveny pticné fezy poupaty o tloustce 100 um. Povrch agarézového
kvadru i Ziletka byly béhem fezani prib&zné zvlhdovany destilovanou vodou. Rezy byly
pfeneseny do kapky destilované vody na podlozni skla. Nasledné¢ byla voda odsana
a nahrazena 20 umol H,DCF DA. Barveni probihalo10 minut ve tmé pii pokojové teploté.
Po ub&hnuti ¢asového limitu inkubace byly vzorky promyty destilovanou vodou a piekryty
krycim sklem. Nasledné byly vzorky pozorovany konfokalnim laserovym rastrovacim

mikroskopem.

Lokalizace molekul RONS byla zobrazena konfokalnim laserovym rastrovacim
mikroskopem Olympus FluoView 1000 (konfokélni jednotka kombinovand s invertovanym
mikroskopem IX 81). Pro pozorovani preparati byl pouzit Normanského kontrast (DIC)
a fluorescence (buzeni 100W Hg vybojkou). K detekci signalu vyse uvedeného fluorochromu
byla pouzita vinova délka 488nm excitacniho argonového laseru (457nm, 488 nm, 515 nm)
s celkovym vykonem 30 mW a také laser diodovy (blizky UV 405 nm) s celkovym vykonem
20 mW. Detekce signalu probihala v rozmezi vinovych délek emise 505-525nm. Pro nasledné
zobrazovani a snimani preparati byl uzit pocitacovy software FV10-ASW Viever (Olympus,

Japonsko).
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4.2.3. Inokulace rostlin

Pét rostlin kazdého genotypu (S. lycopersicum cv. Rutgers (WT) a mutanta 7B-1) bylo
inokulovano zoosporami P. infestans (6. pravy lichozpeteny list rostliny, 2 listky; viz obrazek
19). Inokulace byla provedena infiltraci injek¢ni stiikackou bez jehly. Pokozkou spodni strany
listu rajcete lehce narusenou plastovou Spickou byla jemné vtlatena suspenze zoospor P.
infestans do mezofylu listu. Nad vybranym listem byla pomoci ziletky mirné naruSena
pokozka stonku a nanesena kapka suspenze zoospor patogena. Pét kontrolnich rostlin bylo
oSetfeno stejné, jen destilovanou vodou. Odbéry listt byly provedeny 24, 48, 120 a 168 hodin

po inokulaci (hpi). Zamrazeny material byl do provedeni experimentti uchovavan v — 80°C.

Obr. 19: Inokulovany lichozpeteny list rajcete (Sipky oznacuji naockované listy)
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4.2.4. Stanoveni hladiny peroxidu vodiku v infikovanych listech

Koncentrace peroxidu vodiku v infikovanych listech rajcete byla stanovena
spektrofotometricky (MikrodestiCkovy spektrofotometr, Reader Synergy HT, BioTek
Instruments, USA) metodou s jodidem draselnym (KI). Listy byly vtfeci misce
homogenizovany v 0,1 % trichloroctové kyselin¢ (TCA) v poméru 1:10 (w/v). Extrakt byl v
mikrozkumavkach Eppendorf centrifugovan 15 minut pii 14000 g a 4°C. Nasledné bylo 0,5
ml ziskan¢ho supernatantu napipetovano do nové mikrozkumavky a byl ptidan Iml 1M KI a

smés homogenizovana na ttepacce (Tomankova et al., 2006).

Kalibra¢ni kiivka koncentrace peroxidu vodiku byla naméfena pro rozsah koncentraci
peroxidu vodiku 1-50 pmol. Do mikrotitracni desticky byl postupné pipetovan roztok
standardu H,0, (koncentrace 0, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 umol) a ¢inidlo (1 ml KI) o celkovém
objemu 150 pl. Do dalsich jamek bylo nasledné pipetovano vzdy 150 pul studovaného vzorku
s 1M KI. Absorbance byla zmétena pti 390 nm (Petfivalsky, 2010). Mé&feni absorbance bylo

pro kazdy vzorek (genotyp — S / bez inokulace — ¢as) provadéna nejméné Vv triplikatu.

Koncentrace H,O, byla vypoctena z rovnice linearni regrese, y = kx + q (kde y —
hodnota absorbance vzorki, x — hodnota koncentrace H,0,, k — smérnice pfimky, q — druha
soufadnice priseciku pfimky s osou y), ktera byla ziskdna z kalibra¢ni kiivky vytvorené
vynesenim absorbanci kalibra¢nich standardli proti koncentraci peroxidu vodiku. Vysledny
obsah peroxidu vodiku ve vzorku byl vztazen na gram cerstvé hmotnosti rostlinného

materialu (FW). Ke zpracovani grafii byl pouzit program Microsoft Office Excel 2007.
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5. VYSLEDKY

5.1. Studium anatomie kvétu

Mikroskopické studium kvétiu prokazalo, ze mutantni rostliny 7B-1, znamé samci
sterilitou, vykazuji nékolik abnormalit ve vyvoji prasnikii. Rez kvétem mutanta (obr. 20)
dokazuje, ze jednotlivé prasniky se vyviji nerovhomérné a dochazi ke zménam ve velikosti a
tvaru ve srovnani s WT (obr. 21). Dalsim napadnym znakem u mutanta 7B-1 je abnormalné
vyvinuté tapetum u nékterych prasnych vacka (Sipka v obr. 20). Pozastaveny vyvoj mikrospor

a Spatnd degradace kalozy u mutanta 7B-1 naznacuje mozny problém v prubéhu meidzy.

Obr. 20: Rez kvétem S. lycopersicum cv. Rutgers mutant 7B-1 ukazuje nerovnomérny vyvoj
prasnikii. Cervena Sipka poukazuje na abnormaln& vyvinuté tapetum. Méfitko 400 pm.
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Obr. 21: Rovnomérny vyvoj prasnikti na tezu kvétem S. lycopersicum cv. Rutgers (WT).

Meéfitko 400 pm.

Intenzita fluorescen¢niho signalu kalozy detekované béhem vyvoje kvétu je vyjadiena

v tabulce Il a ilustrovana obrazky (obr. 22, obr. 23). U rostlin 7B-1 je signal v pozdé&jsich

fazich vyvoje intenzivnéjsi, coz naznacuje, ze dochdzi k pomalejsi degradaci kalézy nez u

rostlin WT.

Tabulka I11: Intenzita signalu kal6zy v prasnicich S. lycopersicum cv. Rutgers WT a 7B-1

Rostlina
Velikost kvétu
WT 7B-1
3-4 mm +++ +++
5 mm +++ +4++
6-7 mm + ++
8 mm + T+

+ - nizkd intenzita, ++ - stfedni intenzita, +++ vysoka intenzita
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Raj¢e WT - detail

Velikost kvétu  Viditelny kandl Fluorescence

3-4 mm

5mm

6-7 mm

8 mm

Obr. 22: Detail prasnikt S. lycopersicum cv. Rutgers WT ve viditelném kanale (vlevo) a
fluorescenéni signal pro kaldzu ve stejném materialu (vpravo). Srovnani jednotlivych stadii
vyvoje kvétu (velikost 3-8 mm).
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Rajce 7B-1

Velikost kvétu

Viditelny kanal Fluorescence

3-4 mm

5mm

6-7 mm

8 mm

Obr. 23: Detail prasnikti S. lycopersicum cv. Rutgers mutanta 7B-1 ve viditelném kanale
(vlevo) a fluorescencni signal pro kalézu ve stejném materialu (vpravo). Srovnani
jednotlivych stadii vyvoje kvétu (velikost 3-8 mm).
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Dale byla pozorovana lokalizace kaldzy v prasnicich u WT i mutanta 7B-1 ve vztahu
K procesu meidzy (obr. 24). V raném stadiu meidzy byla kaléza detekovana kolem pylové
mateiské bunky (PMC) v prasnicich jak u WT, tak u mutantnich rostlin (obr. 24-A, D). U
obou rostlin byla kal6za shodn¢ detekovana také kolem tetrad (obr. 24-B, E). Rozdil nastal az
ve fazi uvolnéni mikrospor z tetrad, kdy u WT byla kaloza zcela degradovana (obr. 24-C), coz
se u mutantni rostliny 7B-1 nestalo (obr. 24-F).

Obr. 24: Lokalizace kalozy v prasniku S. lycopersicum cv. Rutgers WT (A-C) a 7B-1 (D-F).
Obrazky A, D symbolizuji rané stadium meidzy; B, E znaci tvorbu tetrad a C, F reprezentuji
fazi uvoliiovani mikrospor.

5.2. Lokalizace RONS v prasnicich

Histochemicka detekce peroxidu vodiku a dalSich RONS byla provedena u celych
poupat a jejich pficnych fezi fluorescencni sondou H2DCF DA a signal byl zobrazen
konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. Signal byl lokalizovan kolem prasnych vacka,
okolo cévniho svazku a v oblasti konektivu, a to jak u WT (obr. 25), tak u mutantni rostliny
7B-1 (obr. 26). U mutantni rostliny 7B-1 byl signal intenzivnéjsi v pletivech okolo prasnych

vacka.

52



Obr. 25: Lokalizace peroxidu vodiku a dalsich RONS v prasniku S. lycopersicum cv. Rutgers
(WT). Obrazek je kombinaci viditelného kanalu a fluorescenéniho signalu pro RONS po
obarveni H2DCF DA, 100x zvétSeno.

Obr. 26: Lokalizace peroxidu vodiku a dalsich RONS v prasniku S. lycopersicum cv. Rutgers
mutant 7B-1. Obrazek je kombinaci viditelného kandlu a fluorescencniho signdlu pro RONS
po obarveni H2DCF DA, 100x zvétSeno.
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5.3. Stanoveni hladiny peroxidu vodiku v infikovanych listech

Nameétfené koncentrace HyO; vztazené na 1 g FW (,,fresh weight™ = Cerstvé vahy) se

pohybovaly u zdravych rostlin od 45 do 55 umol g™ FW u Solanum lycopersicum cv. Rutgers
(WT) (obr. 27) a od 60 do 80 pmol g FW u mutanta S. lycopersicum cv. Rutgers 7B-1 (obr.

28).
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Obr. 27: Zmény koncentrace H,O, v listu S. lycopersicum cv. Rutgers (WT) béhem 168 hodin

po inokulaci P. infestans. Absorbance byla méfena pti 390 nm.
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Obr. 28: Zmény koncentrace H,O, v listu S. lycopersicum cv. Rutgers mutant 7B-1 béhem 168

hodin po inokulaci P. infestans. Absorbance byla méfena pii 390 nm.
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U obou genotypu po infekci P. infestans doslo 24 hpi k poklesu hladiny peroxidu
vodiku ve srovnani s neinokulovanym listem, nasledn¢ 48 hpi jeho koncentrace vzrostla.
Rozdil v reakci obou genotypt se projevil 120 hpi, kdy hladina H,O, u mutanta 7B-1 klesla
na Groven neinokulovaného pletiva (obr. 28), zatimco u WT jesté vzrostla (obr. 27). 168 hpi

shodné u obou genotypt doslo k poklesu hladiny H,0, na troven neinokulovaného listu
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6. DISKUSE

Rajée je vyznamnou plodinou péstovanou na celém svété, ale je i modelovou rostlinou
pro studium patofyziologickych procesi. Spontanni mutant rajcete 7B-1 (Solanum
lycopersicum cv. Rutgers) byl jiz diive popsan jako sam¢i sterilni linie zavisla na fotoperiodé
(Sawhney 1997, Sawhney, 2004). Bylo prokazano, ze mutant 7B-1 je odolngjsi vuci
biotickému a abiotickému stresu, zejména diky nadprodukci kyseliny abscisové (ABA)
(Fellner et Sawhney, 2001; Fellner et al., 2001; Bergougnoux et al., 2009), tolerance vuci
stresu se zvySuje pusobenim modrého svétla (Fellner et Sawhney, 2002). Naopak hladiny
dalsich rostlinnych hormont, jako jsou ethylen, kyselina indolyl-3-octova a gibereliny, jsou u
mutanta 7B-1 snizeny (Fellner et al., 2001; Fellner et al., 2005; Bergougnoux et al., 2012).
V dlouhych dnech (LD) maji kvéty 7B-1 scvrklé ty€inky produkujicimi neZivotaschopné
mikrospéry, zatimco v kratkych dnech (SD) jsou rostliny plodné a produkuji normalni ty¢inky
s funkénim pylem. Tato prace se zameéfila na blizs$i studium anatomie a role kalozy a ROS
béhem vyvoje prasnikd u rostlin wildtypu a mutantnich linii 7B-1. Kvéty mutantnich rostlin
7B-1 se vyznafovaly nerovnomérné se vyvijejicimi praSniky, abnormalné vyvinutym tapetem

Vv prasnicich, zménami ve vyvoji mikrospor a Spatnou degradaci kalozy.

Sam¢i plodnost zavisi na spravném vyvoji prasnikli, zvIasté dilezitymi procesy pfi
tvorbé pylu jsou meidza a vyvoj tapeta. Zakladnimi typy samci sterility jsou sterilita
modifikaéni, virova, riistovd, jadernd, cytoplazmatickd a chromozomova (Repkové, 2015).
Ristova sterilita je spjata s fytohormony, hormonélni nerovnovéha (zejména v tyCinkach)
muze byt zpiisobena jednak mutacemi riznych gent nebo miize byt ovlivnéna nepiiznivymi
podminkami vnéjsiho prosttedi (napi. teplota, fotoperioda, vlhkost). Zakladni bunécné
defekty jsou vysoce variabilni a mohou zahrnovat napfiklad cytoskeletdlni zmény,
nesrovnalosti tapeta, zmény metabolismu cukri, hromadéni reaktivnich forem kysliku
(oxidacni stres) a zmény v programované bunécné smrti, v§e zalezi na druhu a délce plisobeni
stresortt (De Storme et Geelen, 2014). Samdi sterilita miize byt také zpisobena poruchami
vyvoje mikrospory a pylového zrna (samc¢iho gametofytu), stejné jako poruchami degenerace
tapeta nebo dehiscence (otevieni) prasniku (Smith et al., 2001; Guo et al., 2006; Singh et
Sawhney, 1992; Singh et al., 1992). Degenerace tapeta v pozdni fazi vyvoje pylu, zpisobena
programovanou bunéCnou smrti (,,programmed cell death®, PCD), umoziiuje tvorbu a
dozravani pylovych zrn. Béhem meidzy podstupuji bunky tapeta PCD a uvoliuji enzym B-
1,3-glukanazu, jez hydrolyzuje kalozu z tetrad (Scott et al., 2004). Omidvar et al. (2016)
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zjistil u mutantniho rajéete 7B-1 zpozdéni v PCD bun¢k tapeta oproti WT, kde byl tento jev
zaznamenan jiz ve stadiu tvorby tetrad. Podobnym piikladem opozdéné PCD a degradace
tapeta je sterilni mutant ryze TDR (Li et al. 2006). Abnormalni ukladani ¢i rozpousténi kalozy
muze vést k poruse vyvoje mikrospor, coZz nasledné vede k sam¢i sterilité (Lu et al., 2014).
V této diplomové praci byla lokalizovana kaldza v prasnicich Solanum lycopersicum cv.
Rutgers WT a jeho mutantni formé 7B-1 v procesu meidzy. Bylo zjisténo, ze v prvnich fazich
meidzy nejsou rozdily v ukladéani kalozy mezi WT a mutantem 7B-1. V pozdé&jsi fazi meidzy
se vSak u mutanta 7B-1 kal6za nerozkladala, ¢imz tetrady pylovych zrn zGstavaly spojeny.
Tento defekt zamezuje uvolnéni jednotlivych pylovych zrn, znesnadiuje jejich pfenos a
kliceni. Za Spatnou degradaci kaléozy u mutanta 7B-1 v téchto pozdé¢jsSich fazich
nejpravdépodobnéji stoji nedostatek enzymu B-1,3-glukanazy (Omidvar et al., 2016). Defekt
v rozkladu kaldzy v tetradach pylovych zrn byl podobné pozorovan také v samcich sterilnich
prasnicich Brassica napus (Zhu et al., 2010). U A. thaliana byla zaznamenana degradace
tapeta ve fazi mitotického déleni pylu (Sanders et al., 1999; Parish et Li, 2010). Dale bylo
prokazano, ze PCD tapeta muze byt také ovlivnéna prostiednictvim hladin ROS a defekty
odbouravani ROS vedou k sam¢i sterilit¢ (Xie et al., 2014). K tvorbé peroxidu vodiku Vv
tapetu prispiva NADPH oxidaza, ktera je kodovana geny ,,respiratory burst oxidase homolog*
(RBOH). Xie et al., (2014) ukazali, ze mutace v genech RBOH u A. thaliana ovlivnily
nacasovani PCD v tapetu, coz mélo za nasledek samc¢i sterilitu. Silné€jsi signal pro RONS,
pozorovany V mé DP Vv podplirném pletivu okolo pras$nikii u mutantnich rostlin 7B-1, mize
souviset s deformacemi ty¢inek. Niz§i signal pro RONS v oblasti pra$nikti u mutanta pak

mize souviset s abnormalitami v PCD. Tato hypotéza vSak zatim nebyla potvrzena.

Béhem ontogeneze je vSak také dilezitd souhra v tvorbé/rozkladu kalézy a zmén
hladin jednotlivych ROS. U kvetoucich rostlin byly tyto procesy studovany na nékolika
modelovych rostlinach. U ryze byla prokazana role genu MADS3 v regulaci pozdnich fazich
vyvoje prasnikd a tvorby pylu prostfednictvim snizeni hladiny ROS. MADS3 je exprimovan
béhem pozdni faze vyvoje praSniku v tapetu a mikrosporach. Samci sterilni mutant ryze
mads3-4 se vyznacuje narusenym vyvoje pylu v dusledku oxida¢niho stresu. Abnormalné
zvySend hladina ROS, nartst po¢tu peroxizomdu, aktivit superoxid dismutdzy a peroxidazy
v mads3-4 rostlinach v pozd¢jsi fazi vyvoje prasniku je pravdépodobné vysledkem zménéné
exprese gent, které se podileji na udrzeni hladiny ROS (Hu et al., 2011). Dalsi autoii dospéli
k podobnym vysledktiim u pSenice (Ba et al., 2013), baviniku (Jiang et al., 2007) a papriky
(Deng et al., 2012).
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Ve vyvoji prasnikl hraji dilezitou roli hormony, zejména gibereliny. Vyznamnym
zdrojem biologicky aktivnich giberelinti v prasnicich je tapetum (Kaneko et al., 2003). Zména
hladiny kyseliny giberelové (GA) je Casto spojovana s abnormalitami ve vyvoji prasniki,
a také s pylovou sterilitou. GA- deficientni mutanty rajcat (Jacobsen et Olszewski, 1991),
Arabidopsis (Plackett et al., 2012) a ryze (Aya et al., 2009) vykazuji spolecné defekty PCD
bun¢k tapeta, které vedou k pozastaveni pozdni faze meidzy v samcich sterilnich ty¢inkach
(Omidvar et al., 2016). Sawhney et al. (1988) dokazal aplikaci GA obnovit sam¢i fertilitu
u mutanta rajcete SL-2 (Sawhney et Bhadula, 1988). K ¢aste¢né obnové sam¢i fertility doslo
po aplikaci GA také u nami studovaného mutanta 7B-1. Je tedy pravdépodobné, ze GA
reguluje zahajeni PCD v bunkach tapeta (Omidvar et al., 2016). V souvislosti se samci
sterilitou byla u mutantni rostliny rajéete SL-2 v minulosti zkoumana role kyseliny abscisové
(ABA). Sterilni mutatni rostliny obsahovaly vétsi mnozstvi ABA nez rostliny kontrolni. Bylo
prokazano, ze na hormonalni nerovnovahu maji vliv i faktory vné&jsiho prostfedi, u mutanta
SL-2 se zkoumal vliv nizké teploty na fertilitu rostliny. Plisobeni nizké teploty zptsobilo
u mutanta SL-2 sniZeni hladiny ABA v ty¢inkach a tim dos$lo k obnové sam¢i fertility (Singh
et Sawhney, 1998).

Nicméné role kyseliny abscisové ve vyvoji samcich organli neni ve srovnani
s vlivem GA tak jednozna¢na. Studie prokazaly, Ze hladina ABA je béhem jednotlivych fazi
vyvoje proménliva. Spravny vyvoj prasnikli a s nim spojend samci fertilita jsou zavislé
na hladin¢ ABA v jednotlivych stadiich vyvoje (Shu et al., 2014). Otazkou vSak stale zdstava
role hormont v produkci a rozkladu kalozy a hladinami RONS béhem vyvoje saméich kvétu.
Nezaznamenala jsem studie, které by pfinesly jednoznacné vysvétleni téchto procest
u rostlin. Rada autori studovala souvislost mezi produkei kalézy a ROS u rostlin vystavenych
riznym abiotickym stresortm, napf. tézkym kovim (Jones et al., 2006; Guo et al., 2004; Ueki
et Citovsky, 2002; Kartusch, 2003). Dalsi studie se zabyvaji faktory biotickymi, naptiklad
bylo zkoumano jaka je role Kkyseliny abscisové v rezistenci rostlin vic¢i patogentim
v souvislosti s hladinami ROS a ukladanim kalézy. Vysledky u jednotlivych patosystému
a mutantnich rostlin jsou v8ak protichidné. Jednou z moznosti je, ze ABA zvySuje nachylnost
rostlin potlacenim ukladani kalézy a ligninu, které béhem patogeneze zesiluji bunécnou sténu
hostitele (Spoel et Dong, 2008). Naopak ABA muze rezistenci i zvySovat, a to u rostlin,
kde se tvofi papila jako bariéra proti invazi patogenu (vétSinou padli). Nicméné, ABA
depozici strukturnich polysacharidi nereguluje pfimo, ale ma vliv na rychlost a intenzitu

tohoto procesu (Flors et al., 2005). Jesté komplikovangjsi je vztah mezi ABA a ROS. Luna
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et al. (2011) ve svych studiich na A thaliana uvadi, ze diky ABA se zvySuje mnozstvi kaldzy,
které nasledné¢ vede kakumulaci H,O,. Naopak dalsi studie (Ghassemian etal.,
2008; Xing et al., 2008) predpokladaji, ze zvySena koncentrace ABA zpusobuje hromadéni
H20,, coz vede k ukladani kaldzy (Garcia-Andrade et al., 2011).

Dalsim pfedmétem mé diplomové prace bylo stanoveni koncentrace peroxidu vodiku
v listech obou studovanych genotypt, Solanum lycopersicum cv. Rutgers (WT) a mutanta
7B-1, béhem 168 hodin po inokulaci (hpi) plisni Phytophthora infestans. Peroxid vodiku ma
klicovou roli v interakci rostlina-patogen, a to jak v signalizaci, tak v pfimé obrané vuci
patogenu. Ve studii Tomankova et al. (2006) byla hladina H,O, sledovana u tii genotypu
rajéete po inokulaci O. neolycopersici. Po infekci se hladina peroxidu vodiku zvysila u vSech
zkoumanych genotypd. Koncentrace H,O; V infikovaném pletivu citlivého S. lycopersicum
cv. Amateur byla nizsi nez 70 pmol g™ FW, zatimco u odolngjiiho S. chmielewskii hodnoty
dosahovaly 50-150 pmol g FW a u rezistentniho S. habrochaites 110-380 pmol g™ FW.
U rezistentniho genotypu byla koncentrace H,O, zvySena ve dvou fézich, brzy po naockovani
(6-8 hpi, dvojnasobny nartst) a 20-48 hpi (trojnasobny nardst). Oproti tomu u citlivého
genotypu byl pozorovan pouze pozdni vzestup hladiny H,O;, a to 20-24 hpi (Tomankova
et al., 2006). Da se predpokladat, Zze vysoka koncentrace H,O, u rezistentnich genotypi
Lycopersicon spp. muze souviset s intenzivni hypersenzitivni reakci po infekci padli

(Mlickova et al., 2004).

V mé praci byly v neinokulovanych listech hladiny peroxidu vodiku podobné jako
v praci Tomankova et al. (2006). U S. lycopersicum cv. Rutgers (WT) se jeho koncentrace
v listech pohybovala okolo 50 pmol g* FW, u mutantni formy byla vy3si, asi 60-70 pmol g™
FW. 24 hodin po infekci P. infestans doslo u obou genotypt k poklesu koncentrace o 20-30
%, kdezto po infekci padli nebyl zaznamenan pokles koncentrace H,O, pod hladinu
neinokulovaného listu (Tomankova et al., 2006). Tento rozdil mize souviset se Zivotni
strategii patogent (O. neolycopersici je biotrof, zatimco P. infestans je hemibiotrof). Tato
problematika i ve vztahu ke strukturnim zménam, napiiklad ukladani kalozy, vSak zasluhuje
dalsi vyzkum. Peng et al. (2015) ve své studii na rajceti (S. lycopersicum) sledovali
SISOBIRL1 a SISOBIR1-like geny zapojené do obranné reakce proti Phytophthora parasitica.
Umlceni téchto genii mélo za nasledek zvySenou nachylnost rajéete diky nerozpoznani
P. parasitica. Podrobngjsi studium fyziologickych zmén ukazalo, ze depozice kalozy, tvorba
ROS a exprese PTI markerovych gent byly snizeny u rostlin s uml¢enymi geny SISOBIR1 a
SISOBIR1 (Peng et al., 2015)
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7.ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo porovnani anatomie kvétu a metabolismu RONS mezi
Solanum lycopersicum cv. Rutgers (WT) a jeho mutantni formou 7B-1, vyznacujici se sam¢i
sterilitou. Byla provedena histochemicka lokalizace kalozy a RONS fluorescencni
a konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. Dale byla métena hladina peroxidu vodiku

v listech obou rostlin po infekci Phytophthora infestans.

Mikroskopické pozorovani potvrdilo oc¢ekavané defekty ve vyvoji praSniki u mutanta
7B-1. Kromé nerovnomérné se vyvijejicich prasnikll v kvétu bylo u mutantni rostliny rajcete
zaznamenano abnormalné vyvinuté tapetum, pozastaveny vyvoj mikrospor a $patna degradace
kalozy. Histochemicka detekce peroxidu vodiku a dalsich RONS byla provedena u celych
poupat a jejich pficnych tezi fluorescencni sondou H2DCF DA a signal byl zobrazen
konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. U obou rostlin byl signal lokalizovan kolem
prasnych vacki, okolo cévniho svazku a v oblasti konektivu, u mutantni rostliny 7B-1 byl
signal intenzivnéj$i v pletivech okolo prasnych vacki. Tyto aspekty naznacily mozny problém

V procesu meiozy.

Spektrofotometrické stanoveni hladiny peroxidu vodiku v listech u obou zkoumanych
genotypil rajéete bylo provedeno metodou s jodidem draselnym. Hodnoty naméfenych
koncentraci odpovidaly dfive publikovanym vysledktim u S. lycopersicum. Rozdily v reakci
na infekci zptsobenou P. infestans byly pozorovany pouze 120 hpi, kdy u mutanta 7B-1 doslo
k poklesu koncentrace H,0,, kdezto u WT k nartstu. Tyto piredbézné vysledky ukazuji na

dalsi fyziologické odliSnosti mutanta 7B-1.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

7B-1

ABA

APF
APOX
cADPR
cGMP
CAT
DAF-2
DAF-2 DA
DAF-FM
DAF-FM DA
FDA

GA

GSNO
GSNOR
H2DCF
H2DCF DA
MAPK
NiNOR
NOS
RONS
ROS

RNS

SOD
SOSG

WT

mutantni forma Solanum lycopersicum cv. Rutgers
kyselina abscisova
3’-(p-aminofenyl)fluorescein

askorbat peroxidaza

cyklicka adenosindifosfat riboza

cyklicky guanosinmonofosfat

katalaza

4,5-diaminofluorescein

4 5-diaminofluorescein diacetat
4-amino-5-methylamino-2¢,7¢-difluorescein
4-amino-5-methylamino-2°,7¢-difluorescein diacetat
fluorescein diacetat

gibereliny

S-nitrosoglutathion

S-glutathion reduktaza

2', 7'-dichlorodihydrofluorescein

2', T'-dihydrodichlorofluorescein diacetat
mitogenem aktivované protein kindzy
nitrit:NO reduktaza

NO syntaza

reaktivni formy kysliku a dusiku

reaktivni formy kysliku

reaktivni formy dusiku

superoxid dismutaza

Singlet oxygen sensor green®

Solanum lycopersicum cv. Rutgers, wilde-type
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