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CILE PRACE

I. Teoreticka ¢ast

Vypracovani literarni reSerse na téma:
e Vliv Ag" anano-Ag na Zivé organismy
e Vliv Ag" a nano-Ag na produkci RNS a ROS
e Role ROS a RNS v procesu kli¢eni pylu a spor

I1. Experimentalni ¢ast

Studium vlivu Ag" a nano-Ag na proces kli¢eni
e pylovych zrn Cucumis sativus
e spor houby Morchella esculenta

e spor biotrofniho patogenu Oidium neolycopersici

Studium vlivu Ag" a nano-Ag na proces kliceni po aplikaci modulatorti koncentrace ROS a
RNS

e pylovych zrn Cucumis sativus

e spor houby Morchella esculenta

e spor biotrofniho patogenu Oidium neolycopersici
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1. Uvod

V poslednich letech se nanotechnologie stala velmi rychle se rozvijejici oblasti
vyzkumu a moznosti pouziti. Chemicky jsou jednotlivé nanocastice velmi odlisné. Je

odhadovéno, Ze ze vSech komer¢né vyuzivanych nanomateriald, jsou nanocastice stiibra (nano-

Pro svlij antimikrobidlni uc¢inek jsou vyuzivany jednomocné slouceniny stfibra,
pfedevsim dusi¢nany. Tyto antimikrobidlni vlastnosti maji i nano-Ag, se kterymi se mtzeme
v souCasnosti prakticky setkat jiz v bézném Zivoté, napf. v riznych podlozkach z nanovlaken
(Melaiye et al., 2005), v obvazech a mastech oSetfujici zranéni (Margaret ef al., 2006) apod.
Dale se také nano-Ag vyuZzivaji pro prevenci bakterialni kolonizace na riznych materialech,
jako jsou napt. protézy (Gosheger et al., 2004) nebo Satstvo (Vigneshwaran et al., 2007).
Navzdory stale se zvySujicimu pouzivani nano-Ag v komer¢nich produktech je stale nedostatek
informaci tykajicich se toxicity a bunécné odpovédi na puisobeni nano-Ag.

Vseobecné se piedpoklada, Ze nanocastice jsou toxické pro svou schopnost indukovat
aktivni formy kysliku (ROS) a Ze hladina ROS zavisi na chemii a struktufe nanoc¢astic (Nel et
al., 2006). ROS a aktivni formy dusiku (RNS) hraji dualezitou roli u mnoha
degenerativnich chorob a starnuti. (Karakoti et al., 2009). Proces tvorby ROS je spojen
s mitotickou drdhou smrti bunky, a tak zvySend hladina ROS v buiikdch miZze vést k indukci
apoptdzy a nekroze bunky (Ott ef al., 2007; Ueda et al., 2002). ROS maji dualni funkci a mohou
také vystupovat jako signalni pienasece.

Schopnost rostlin produkovat oxid dusnaty (NO) je dnes jiz dobfe znama. U
rostlin je NO =zapojen v kontrole vyvoje organtu a v regulaci nékterych jejich
fyziologickych funkci. Nedavno bylo prokazano, ze pyl generuje NO a jeho produkce

byla zméfena jak intercelularné, tak také extracelularné (Wilson, 2009).

2. Vyskyt stfibra a charakteristika nanocastic

Stiibro patii mezi uslechtilé kovy. V pfirodé se obvykle vyskytuje ve slouceninach,
vzacng i jako ryzi kov. Obsah stfibra v povrchovych vodach se pohybuje od 0,01 pg/l (v
nekontaminovanych oblastech) az po 0,1 pg/l (v primyslovych oblastech). V ptd¢ se primérné
vyskytuje stiibro v koncentraci 0,1 pg/l, ale v oblastech s vyskytem stfibronosnych rud byly
zjistény obsahy stibrnych iontl az nad 40 pg/l. Obsah stfibrnych iontti v odpadnich kalech z
chemickych, primyslovych a tézebnich provozl jsou relativné vysoké a mohou dosdhnout

hodnoty az 900 pg/l, na rozdil od velmi nizkych koncentraci v ptfirozeném zivotnim prostedi
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(Koontz & Berle, 1980). Do zivotniho prostfedi se stiibro dostava ve vyssi koncentraci z
ruznych zdrojd, a to diky primyslové vyrobé, metalurgii a také fotografickému primyslu.
Stiibrné ionty se pak mohou $ifit dal do celého ekologického systému (Obr. 1) (Gorsuch &
Klaine, 1998; Hirsch, 1998).

pokovovani -
fotografie - ODPADNI VODY
v
- zrcadla
metalurgie
energetika KAL <
spalovani odpadt
tezba Sperkafstvi baterie
vypalovani cementu T GKLADKY /
V}'Iroba filma /V ODPAD{J 1ékarstvi
elektronika
VODA

OVZDUSI » ZEME

Obr.1

Schéma toku stiibrnych iont v Zivotnim prosttedi (upraveno podle Ktizkova et al., 2009).

Nanocastice jsou atomové nebo molekularni agregaty s rozméry mezi 1 a 100 nm
(Ball, 2002; Roco, 2003). V zavislosti na ptvodu lze rozlisit tfi typy nanocastic: prirodni,
vedlejs$i a um¢lé (vyrobené). Prirodni nanocastice existovaly jiz od po¢atku historie Zem¢ a stale
se objevuji v Zivotnim prostfedi (sopeény prach, mési¢ni prach, mineralni slouceniny atd.).
Vedlejsi nanocastice, také definované jako odpad nebo antropogenni Céstice, jsou produkty
lidskych primyslovych procest (vyfukové plyny nafty, spalovani uhli, kouf ze svafreni atd.).
Poslednim typem jsou uméle vyrobené nanomaterialy, které mohou byt rozdéleny do ctyf
skupin: 1) materialy slozené z uhliku, vétSinou obsahujici fullereny, jednosténné a mnohosténné
uhlikové nanotrubicky; 2) materialy slozené z kovu, napi. nanozlato, nanozinek, nanohlinik a
oxidy kovu vnano rozmérech, jako je TiO,, ZnO a Al,O;; 3) polymery snano rozméry
vystavéné z vétvenych jednotek, které mohou mit specifické chemické funkce; 4) slouceniny,
které kombinuji nanocastice s dalSimi nanocasticemi (Lin & Xing, 2007) a tvofi rozmanité

tvary, jako jsou koule, trubicky, tycky a hranoly (Ju-Nam & Lead, 2008).
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3. Praktické aplikace stFibrnych ionti a nanocastic stiibra

V soucasnosti mohou byt nanocastice vyrobeny z velkého mnoZstvi rozmanitych
materialti a jejich plisobeni zavisi na chemické skladbé, velikosti a tvaru ¢astic (Brunner ef al.,
2006). Aplikacni vyuziti uméle vyrobenych nanocastic (ENPs) s velikosti mensi nez 100 nm se
rychle rozsifuje v rGznych oblastech ekonomiky, jako je textilnictvi, elektronika, farmacie,
kosmetika a rovnéz i pii ozdravovani zivotniho prostfedi (Borm, 2002; Guzman et al., 2006).
Moznou aplikaci nanocastic je i cilena distribuce 1é¢iv a diagnostickych latek nebo peptidickych
fragment( v organismu (Chomoucka et al., 2010). Investice do nanotechnologii roste na celém
svété (celosvetova investice do nanotechnologii byla v roce 2005 kolem 10 bilionti $) (Harrison,
2007) a je odhadnuto, Ze kazdoro¢ni obrat produktti tykajici se nanotechnologii bude pro roky
2011 az 2015 az 1 trillion $ (Roco, 2005). Protoze jsou ENPs Siroce vyuzivané v komer¢nich
produktech, je ocekavan i jejich vstup do atmosféry, do vodniho i suchozemského prostredi, kde
je jejich osud a chovani zatim z velké ¢asti neznamé (Nowack & Bucheli, 2007).

Nanotechnologie se uplatiuji v mnoha oblastech lidské cCinnosti. Napiiklad
nanocastice stfibra (nano-Ag) pouzité ve vodnim filtru jsou odolné proti vymyvani a mohou
slouzit k odstranéni bakterii z vody (Jain & Pradeep, 2005). Nano-Ag ve smési s cementem
vykazuji vysokou antibakterialni aktivitu (Alt et al., 2004). Dale jsou nano-Ag vyuZzivany v
elektronice, textilnim a potravinaiském priamyslu, v malifstvi, kosmetice (krémy na opalovani)
a v 1ékarském odvétvi (Ahamed et al., 2010). Vyvoj nano-Ag obnovil zajem i o antimikrobialni
ucinky kovu, ktery klesl s rozsifujicim se vyuzivanim modernich antibiotik (Kim et al., 2009).
Nano-Ag se také vyuziva k prevenci bakterialnich infekci tak, Ze se pridavaji do riznych
povrcht, napt. do cévek (katetry) (Samuel & Guggenbichler, 2004), protéz (Gosheger et al.,
2004) a obleceni (Vigneshwaran et al., 2007).

Baktericidni uc¢inek stiibrnych iontl je studovan a vyuzivan jiz fadu let (Russell &
Hugo, 1994; Hwang et al., 2007). Stiibrné ionty jsou diky svym vlastnostem a u¢inkdim Siroce
pouzivany ve zdravotni péci pro kontrolu mikroorganismii. Bakteriostaticky uc¢inek stfibrnych
iontl je vyuzivan mimo jiné pro dezinfekci vody, protoze nemaji nezadouci vliv na barvu, chut
ani zapach vody (Yahya et al., 1992), nebo pfi oSetieni popalenin (Thurman & Gerba, 1988;
Drake & Hazelwood, 2005; Silvestry-Rodriguez et al., 2007).
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4. Mechanismus piisobeni nano-Ag a Ag"

Stiibrné ionty jsou velmi reaktivni. Vedou k inhibici mikrobialni respirace a
metabolismu. Nanotechnologie jesté zesiluje G€innost stiibrych ¢astic jako antimikrobialnich
Cinitell, protoze vEtsi povrch stiibrnych nanocastic zvySuje jejich kontakt s mikroby a jejich
schopnost vstupovat do bunky (Ktizkova et al., 2009).

Mechanismus ptisobeni nanocastic zistava z velké ¢asti neprozkouman. Hlavni cesta
biologické aktivity nano-Ag spo¢iva v uvoltovani Ag'. Neddvné studie ukazaly, Ze nejveétsi
mnozstvi Ag" pochazi z oxidace ¢astic Ag’, a to typickou reakei s rozpusténym kyslikem (Lok
et al., 2007; Liu & Hurt, 2010). Existuji rizné chemické pochody (Obr. 2) umoziujici uvolnéni

rozpustného biologicky aktivniho stiibra z povrchu nanocastic (Liu ef al., 2010).
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Obr. 2
Shrnuti chemickych pochodti vedoucich k uvolnéni biologicky aktivniho stfibra z povrchu

nano-Ag (upraveno podle Liu et al., 2010).

Stfibrné  ionty jsou schopny tvofit fadu komplexii nizkomolekularni i
vysokomolekularni povahy. Jejich vazba na proteiny se uskutecnuje pfedev§im pomoci
thiolovych skupin cysteinovych zbytkii proteini s moznou naslednou inaktivaci jejich
enzymatickych funkci (Liau et al., 1997; McDonnel & Russell, 1999). Thioly hraji v zivych

systémech dulezitou roli v antioxida¢nich reakcich, struktufe proteinti, signalni transdukci,



metabolismu xenobiotik a v imunitni reakci organismu. Proteiny, které obsahuji thiolové

skupiny, jsou proto hlavnimi cily stfibrnych iontd (Obr. 3) (Luoma, 2008; Chen et al., 2008).
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Obr. 3

Pisobeni nano-Ag a stfibrnych soli na biologické systémy.

Svétle modra oblast reprezentuje biologicky aktivni rozpustny Ag" a AgClx'™ komplexy.
Pridavek stfibrné soli do média (nahoie) zpusobuje rychlou precipitaci AgCl nanocastic.
Precipitace nanocastic je nasledovana dynamickou agregaci, usazenim, bunéénym piijmem
nebo dokonce fotoreduktivnimi procesy, které nebyly dostateéné definovany nebo studovany.
Pridavek kovového nano-Ag (dole) vede k postupnému uvoliiovani iontd. Vysoka afinita vazby
Ag na thioly. Obrazek z transmisniho elektronového mikroskopu zobrazuje AgCl nanocastice,
které vznikaji smichanim odpovidajiciho mnozstvi 0,2 mM AgNO; a roztoku NaCl (Liu et al.,

2010).

Ag’ pii vstupu do buiiky interkaluji do bakteridlni DNA, coZ brani napt. dalsi
proliferaci patogenu. V piipadé DNA miZze dochazet k interakci Ag' s jednotlivymi bazemi,
pfedevsim s N7 adeninu a guaninu (Arakawa et al., 2001). Mozna je i vazba stfibrnych iontd na
polysacharidy bunécné stény (Hall, 2002).

Pokroky v nanotechnologii vedou k rychlému rozvoji novych materialti. Povrchové

vlastnosti ENPs maji vliv na jejich chovani béhem shlukovani a na jejich pohyblivost v
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prostiedi. Bunky rostlin, fas a hub maji bunécné stény, které tvoii primarni misto pro interakci a
bariéru pii vstupu ENPs, ale mechanismus prochazeni nanocéstic pres bunéfnou sténu a
membrany je stale malo znam. Uvnitf bunék mohou nanocéstice vyvolat v ramci obranné reakce
organismu zmény ve struktufe cytoplazmatické membrany a v membranach ostatnich
bun&énych struktur. Uginek nano&astic zavisi na jejich chemickych a fyzikalnich vlastnostech a
casto byva spojen s produkci ROS (Navarro et al., 2008).

Ag" vyvolavaji u rostlin oxidativni stres, a ten ma za nasledek poskozeni proteind,
nenasycenych mastnych kyselin a také DNA, coz muze vést k nezvratnému poskozeni buiiky a
vyustit az v jeji smrt. ZvySena koncentrace ROS se projevuje piedCasnymi piiznaky senescence
nasledovanymi nekrozou (Le Pape et al., 2004; Yoshimaru et al., 2006; Scragg & Bonnett,
2002).

5. Toxicita nano-Ag a Ag"

Toxicita téZkych kovl a jejich slouéenin je zavisla na jejich rozpustnosti ve vodé.
Rovnéz akutni toxicita jednotlivych sloucenin stfibra se vyrazné 1isi v zavislosti na jejich
rozpustnosti ve vod€. VEtSina stiibrnych iontl tvofi nerozpustné slou¢eniny (piedevsim sulfidy
a chloridy). Z tohoto diivodu stiibro, ptes sviij vyrazny toxicky t¢inek v iontové forme, nepatii
Ve slou¢eninach se stiibro vyskytuje hlavné v oxidaénim stavu Ag", mozné jsou i Ag” a Ag’"
Slougeniny dvojmocného stifbra Ag”" jsou nestalé a maji silné oxidaéni schopnosti. Stfibro Ag*
je nutné z divodu jeho nestélosti stabilizovat velkymi anionty. Pro ryby a jiné vodni organismy
je stiibro mimoradné toxické a jiz pti koncentraci Ag' 15 pg/l dochézi k thynu nejcitlivéjsich
(Hiriart-Baer et al., 2006; Perrein-Ettajani et al., 1999; Wang, 1992; Naumann et al., 2007).

Od té doby, co spole¢nost zac¢ala Siroce pouzivat nanomaterialy, zacal rist zajem, zda
neznamé riziko ENPs, presnéji jejich dopad na zdravi a Zivotni prostfedi, nepfevazi jejich
vyhody pro spole¢nost. Proto je dileZité zhodnotit i jejich potencialni toxicitu (Chomoucka et
al., 2010). PrestoZe jsou nanocastice v poslednich letech stale vice vSestranné pouzivané, jejich
toxicita neni zatim dobfe prozkoumana. Nejsou znamy jejich dlouhodobé Géinky, bioakumulace
a vlivy na struktury latek. Nanoc¢astice mohou také ovliviiovat toxicitu jinych slou¢enin, a to
tak, Ze plsobi jako nanonosi¢e rtiznych kontaminanti (Chomoucka ef al., 2010). Nanocastice
mohou diky svym velmi malym rozmérim snadno pronikat bunéénymi sténami, ale
z organismu se naopak mohou obtizné vylu¢ovat. Dale mohou za urcitych podminek vytvaiet

nové samovoln€ rostouci struktury, které maji nezndmé vlastnosti (Chomoucka et al., 2010).
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Castice s nano velikosti vykazuji specialni toxicitu a jsou vétinou vice toxické nez vétsina
materialti vétSich velikosti (Donaldson et al., 2002). Kdyz jsou inhalovany samostatné Castice,
majici v priméru méné nez 50 nm, bylo prokazano, ze jsou vysoce toxické (Oberdorster, 1996).
Toxicita nanocastic uzce souvisi s chemickym slozenim, strukturou, velikosti a povrchem
nanocastic a lze ji odvodit dvéma zpisoby: Z chemické toxicity na zakladé chemického slozeni
(napf. uvolnéni toxickych iontll) a ze stresu nebo podnétli zpisobenych povrchem, velikosti a

nebo tvarem c¢astic (Chomoucka et al., 2010).

5.1. Toxicita nano-Ag a Ag" - na Zivocichy

Cytotoxicita nano-Ag byla zaznamenana in vitro u sav¢ich bun¢k (Hussain, 2005), kde
byla prokdzana inhibice segregace chromosomi (Nallathamby & Xu, 2010). Genotoxicita,
zahrnujici poSkozeni DNA a chromosomové aberace, byla pozorovana u lidskych bunck
glioblastomll oSetfenych nano-Ag (Hussain et al., 2005). Nanocastice, jako jsou fullereny,
uhlikové trubicky a oxidy kovt, jsou pro lidské bunky a hlodavce toxické (Brunner et al., 2006;
Hussain et al., 2005; Jia et al., 2005; Lam et al., 2006; Soto et al., 2005).

Ag’ rozptylené ve vodném prostiedi je extrémné toxické pro n&které organismy, jako

jsou ryby a fytoplankton (Luoma, 2008; Navarro ef al., 2008).

5.2. Toxicita nano-Ag a Ag" - na rostliny a mikroorganismy

Pted Sirokym komerénim pouzitim nanocastic je nutné ovefit a zvazit jejich dopad na
zdravi a zivotni prostfedi. Ackoliv existuje jiz n¢kolik studii o cytotoxickém vlivu nanocastic na
savei a lidské bunécné linie, o cytotoxickém ¢i genotoxickém vlivu nanocastic na buiiky rostlin
je toho zatim znamo jen malo. Rostliny, protoze tvoii dtlezitou slozku ekosystému, je nutné
zahrnout do celkového hodnoceni toxikologického dopadu nanocastic na zivotni prostfedi. Pro
studium genotoxicity a cytotoxicity nanocastic u rostlin se jako indikatory toxicity vyuZzivaji
bunikky na vrcholku kofenti. Negativni vliv nanomaterialii na rust a vyvoj rostlin byl prokazan
v fad¢ studii (Handy et al. 2008; Ju-Nam & Lead 2008). Publikované vysledky jsou zaloZené na
testech navrzenych USEPA (U.S. Environmental Protection Agency) (1996), ktera vzala v
uvahu studie uc¢inku nanocastic na kli¢ivost a prodluZzovani kofene, doprovazené stanovenim
zmény biomasy, a anatomicko-histologické studie pouzitelné pro doloZeni in situ ptiznakl

mozné toxicity nanocastic (Lin & Xing, 2007). V praci Barrena (2009) byla toxicita nanocastic

18



zkouméana s pouzitim standardnich testd, jako je kliceni (okurky a salatu), bioluminiscence
(Photobacterium phosphoreum) a anaerobni testy toxicity.

V pripadé¢ suchozemskych rostlin bylo zjiSténo, Ze rostliny jsou nejcitlivéjsi na
plsobeni stifbra ve stadiu kliceni, kde byly negativni efekty pozorovany jiz pii koncentraci Ag”
750 pg/l u salatu hlavkového (Lactuca sativa) a 7 500 pg/l u jilku vytrvalého (Lolium perenne)
a dalSich testovanych rostlin (Ratte, 1999).

Ve studii Kumari et al. (2009), realizované na vrcholové ¢asti kotentt Allium cepa, byl
studovan vliv ¢tyf rozdilnych koncentraci (20, 25, 75 a 100 ppm) nano-Ag (s rozméry mensimi
nez 100 nm) na zménu mitotického indexu, rozptylu bunék v mitotické fazi a rizné typy
chromosomovych aberaci. Ze ziskanych vysledki I1ze usuzovat, Ze nano-Ag mohou proniknout
do rostlinného systému, kde v zavislosti na koncentraci snizuji mitoticky index, indukuji

chromosomové aberace, a tak negativné ovlivituji bunécné déleni (Obr. 4) (Kumari et al., 2009).

(a) 1000X

(c) 1000X (d) 1000X

®a

(e) 1000X

Obr. 4
Nano-Ag indukuji u vrcholovych bun¢k kotenti 4. cepa chromosomové aberace.
A) Chromatinovy mustek, B) lepivost, C) rozrusena metafaze, D) Cetné chromosomové zlomy,

E) rozpad bunécné stény. Zvétseno 1000X (Kumari et al., 2009).
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Experimentalné bylo prokazano, Ze stiibro ovliviiuje v rostlinach celou fadu procest, z
nichZ nejznaméjsi je inhibice plisobeni ethylenu (senescence), ovlivnéni permeability membran,
a tim piijmu vody a minerald, inhibice riznych enzymu a vzniku ROS (Obr. 5) (Kiizkova et al.,

2009).

obranné a
detoxikacni ovlivnéni
slouceniny metabolickych
/v drah
inhibice
ROS piisobeni
ovlivnéni ethylenu zZvysena exprese
metabolickych @ \A inhibovanych
drah V\ proteint
ABA (hyper)akumulace
inhibice
enzymu
ovlivnéni zvysena exprese
metabolickych inhibovanych
drah proteint

Obr. 5

Piisobeni Ag" na rostlinny organismus (upraveno podle Kiizkova et al. 2009).

6. Schopnost rostlin vazat tézké kovy

Nekteré rostlinné druhy jsou schopny vazat vysoké koncentrace tézkych kovi. Pokud
se jedna o hodnoty, které jsou vyssi nez 0,1 hm. % v suSiné, v piipadé vétSiny kovl - s
vyjimkou zinku (1 hm. % v susing), kadmia (0,01 hm. % v susing€) a zlata (0,0001 hm. % v
susin€) - je tento jev oznaCovan jako hyperakumulace (Brooks et al., 1998). Nedavno bylo
prokazano, ze rostliny mohou slouzit rovnéz jako ,,vyrobci kovovych nanocastic” (Gardea-
Torresdey et al., 2005; Harris & Bali, 2008). Hyperakumulaci stfibra rostlinami je také mozné
vyuZit pro vyrobu nano-Ag (Harris & Bali, 2008).
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7. Vliv tézkych kovi na proces klic¢eni pylu

Béhem poslednich desetileti drasticky vzrostlo znecisténi zivotniho prostiedi tézkymi
kovy, které mohou mit negativni vliv na ¢lovéka, zvirata a rostlinné organismy (Nedelkoska &
Doran, 2000). Pyl je velmi citlivy na rizné polutanty a kliceni pylu a rtst pylovych lacek je
inhibovano v pfitomnosti riznych tézkych kovi, hlavné v pfitomnosti kadmia. Senzitivni
standardni systém vyuzitelny pro studium biologické aktivity rtznych toxickych kovl na
bunécné urovni poskytla kultivace pylovych lacek v kultuie in vitro (Kristen et al. 1993; Gur &
Topdemir 2005). Béhem poslednich dvou desetileti byly pouzity pylové lacky riznych
rostlinnych druhti ke zjisténi cytotoxického efektu environmentalnich polutantti (Xiong & Peng
2001; Gur & Topdemir 2005). Byl studovan vliv tézkych kovl na kliceni pylu a rtst pylové
lacky u Lilium longiflorum (Sawidis & Reiss 1995; Sawidis, 2008) a v pfipadé¢ kadmia byl
prokéazan vysoky toxicky efekt na kliceni pylu a rust pylové lac¢ky v zavislosti na koncentraci

tézkého kovu (Obr. 6).

Obr. 6
Vliv aplikace kadmia u pylu Nicotiana tabacum.
6) Dvé hodiny po zacatku kliceni pylu tabaku na mediu bez kovu. 7) Tii hodiny po zacatku

kliceni pylu tabaku na mediu bez kovu. 8) Pylova zrna kultivovana ve vysoké koncentraci
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kadmia (10 M) po dobu 1 h. Prasknuti pylového zrna. 9-11) Rozdilné formy nerovnomérného
ristu pylovych lagek 2 h po zaatku klideni na mediu s koncentraci kadmia 10* M. Rist
pylovych lacek je témeét zastaven a lacky vykazuji proménné morfologické odezvy.
12) Ztloustnuti bunécné stény ve vrcholové oblasti pylové lacky (Sipka) 2 h po zacatku kliceni
na mediu s koncentraci kadmia 10 M. 13) Zdufela vrcholova oblast 2,5 h po zagatku kli¢eni na
mediu s koncentraci kadmia 10° M. 14) Poskozeni la¢ky bylo lokalizovdno na strané, kde se
pylova lacka ohnula pies pylové zrno, 3 h po zacatku kli¢eni na mediu s koncentraci kadmia

10° M (Sawidis, 2008).

Koncentrace kadmia nad 10” M kompletné zastavila kli¢eni pylu a pylové zrno
vykazovalo zvysujici se tendenci k praskani. Pfi nizkych koncentracich zpasobuje kadmium
mirnou stimulaci kli¢eni pylu a prodluzovani 1a¢ky v pocatecni fazi vyvoje 1a¢ky. Porovnanim
studii na dvou rostlinach bylo kadmium vice toxické pro pyl Nicotiana tabacum nez pro pyl
Lilium longiflorum. Pylové lacky vykazovaly velké mnozstvi silnych morfologickych
abnormalit, charakterizovanych nestejnomérnym nebo odchylenym ristem, zahrnujici
vrcholové vétveni nebo nabobtnani lacky na vrcholku. Rozruseni bunécéné stény na vrcholku
nebo vjeho blizkosti bylo zaznamenano na vnitini stran¢. ZvySenim koncentrace kadmia
(10° — 10 M) poklesl nebo byl kompletné zastaven cytoplazmaticky tok. Vesikularni apikalni
zo6na byla velmi siln¢ redukovéana a vesikuly byly rozptyleny v subapikalnim regionu. Viditelné

ultrastrukturalni zmény v bunécnych organelach nebyly pozorovany (Sawidis, 2008).

8. Vliv nano-Ag a Ag’ na proces kli¢eni spor

Nano-Ag a Ag' jsou pro svou vysokou antimikrobidlni aktivitu iroce vyuzivany napt.
pro ruzné sterilizacni Ucely, zahrnujici napt. 1€katské materialy a zlepSeni kvality vody. Co se
tyka vyuziti stiibra pfi napadeni patogeny, existuje pouze nékolik studii (Kim et al. 2009; Jo et
al., 2009).

Byl testovan vliv nano-Ag a Ag' na rostlinné houbové patogeny Bipolaris sorokiniana
a Magnaporthe grisea. In vitro kvantitativni rozbor v Petriho miskach indikoval, ze Ag" a nano-
Ag maji vyznamny vliv na formaci kolonii téchto dvou zkoumanych patogent (Obr. 7).
Efektivni koncentrace, kdy byla z 50 % inhibovana formace kolonie (EC50) v ¢ase od 1 do 6 h
po oSetieni konidii stfibrem u B. sorokiniana, byla od 1,2 do 2,2 ppm pro AgNOs, od 4,8 do 8,8
ppm pro Ag(p) (nanocastice) a od 6,1 do 8,4 ppm pro Ag(e) (elektrochemické st¥ibro). EC50

pro M. grisea byla vzdy nizsi nez u B. sorokiniana a pohybovala se od 0,8 do 1,0 ppm pro
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AgNOs, od 3,9 do 4,7 ppm pro Ag(p), a od 5,6 do 6,8 ppm pro Ag(e) v case od 1 do 6 h po

oSetfeni stiibrem.

AgCl T—
10,000 ppm

Obr. 7

Utvareni kolonie Bipolaris sorokiniana na bramborovém dextrosovém agaru 1 h po oSetfeni
spor vodou, AgNOs;, AgCl, nano-Ag [Ag(p)] a elektrochemickym stfibrem [Ag(e)]. Zobrazeni
byla pofizena po inkubaci kultur po 6 dnech pti 25 °C (Jo et al., 2009).

Pii studiu vlivu Ag" a nano-Ag na vyvoj rostlinného patogenu byly pozorovany zmény
V projevu a rozvoji nemoci zplisobené patogennimi houbami na listu rostliny. V rostlin¢ byla
ucinnost stiibrnych iontli i nano-Ag mnohem vétsi v piipadé preventivni aplikace, coz je
pravdépodobné dano pfimym kontaktem stfibra se sporami a klic¢icimi vlakny (Obr. 8) (Jo et al.,

2009).
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Obr. 8

Symptomy nemoci listi jilku vytrvalého 7 dni po naoCkovani spory Bipolaris sorokiniana.

Tti hodiny pred naockovanim sporami byly rostliny oSetieny: A) elektrochemickym stiibrem
[Ag(e), 50 ppm], B) nano-Ag [Ag(p), 200 ppm], C) AgNO; (50 ppm), D) Ag(e) (50 ppm) +
NaCl, E) Ag(p) (200 ppm) + NaCl, F) AgNO; (50 ppm) + NaCl, G) AgClI (200 ppm) a H) voda
(Jo et al., 2009).

9. Produkce a uloha aktivnich forem kysliku u rostlin

Aktivni formy kysliku (ROS) tvoii skupinu kratce existujicich reaktivnich oxidanti,
zahrnujici napt. superoxidovy radikal (O,), hydroxidovy radikal (*OH), peroxid vodiku (H,O,)
a singletovy kyslik. Peroxid vodiku ma nejdelsi polocas rozpadu, a hraje tak vyznamnou
roli v odpovédi rostlin na plsobeni stresovych faktorit (Polle, 2001). V plazmatické
membrané je lokalizovana NADPH oxidasa (NOx) katalyzujici tvorbu extracelularniho
0, z molekularniho kysliku (Reevers et al., 2002). Nejvétsi mnozstvi kyslikatych
radikald se u rostlin tvofi zejména v chloroplastech. Dale jsou ROS produkovany v
mitochondriich a dal§ich membranovych systémech a v bunécné sténé.

U vSech rostlin se tvofi ROS i za normalnich fyziologickych podminek (napf.
v chloroplastu byla detekovéana rychlost produkce O, 240 pmol s™' a koncentrace H,0,
0,5 uM). Pusobenim stresovych faktorti na rostlinu dochazi k naruSeni bunééné
homeostazy. V tomto piipad¢ se koncentrace kyslikatych radikalt mize vyrazné zvysit
(napt. v chloroplastu rychlost produkce az na 720 umol s O, a koncentrace H,0,
(5-15 uM) (Polle, 2001). Oxidativni stres je vysledkem nerovnovahy mezi generaci ROS a

bunécénych obrannych mechanismti zahrnujici fadu antioxidacnich systémtl. Oxidativni stres pak
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vede k poskozeni proteinli, DNA a peroxidaci lipida (Sies, 1991). Vlivem pusobeni fady
stresovych faktorti dochazi k vyraznému zvysSeni koncentrace H,O,, ktery miize mit
funkci signalni molekuly nebo je v dané koncentraci pro buiiku jiz toxicky. Radou
antioxidativnich mechanismt, a to jak enzymatickou, tak neenzymatickou cestou, je
H,0; odstranovan z bun¢k (Neill ef al., 2002).

V obrannych reakcich rostlin vyvolanych biotickym a abiotickym stresem hraji ROS
dilezitou roli. Napiiklad vysoké hladiny ROS, které byly detekovany v odpovédi rostliny na
napadeni patogenem, se podili na hypersensitivni buné¢éné smrti infikovanych bunék s cilem
zabranit Sifeni patogenu (Mur et al., 2008). Bylo také zjisténo, Zze ROS jsou dulezitymi
regulatory rostlinného vyvoje, kde hraji roli v procesech, jako je hormonalni transdukce signalu
a modulace polymerové struktury bunééné stény (Muller et al., 2009).

Signalizace je kontrolovana produkci a vychytavanim ROS v dané oblasti (Obr. 9).
Ackoliv enzymy zapojené ve vychytavani ROS jsou velmi dobfe definované, je§té mnoho je
nepochopeno v oblasti zahajeni signalizace ROS, v mechanismu odpovédi organismu a v tom,
jak je kontrolovana rovnovaha mezi produkci a vychytavanim ROS (Bailey-Serres & Mittler,

2006).

Abioticky stres
Patogeny
Hormony Pgl’:;l;{ce S
o - . -a:» oveé
Vyvoj ] NADPH oxidasa) — P
Programovana
bunééna smrt I
t 1
|
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|
1
|
b e e e e e )

Obr. 9
Signalni drdhy aktivnich kyslikovych forem.
Vychytavani ROS umoznuji enzymy, jako jsou superoxid dismutasa (SOD), askorbat

peroxidasa (APX) a katalasa (CAT) (upraveno podle Bailey-Serres & Mittler, 2006).
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9.1. Uloha aktivnich forem Kkysliku p¥i kli¢eni pylu

ROS jsou dnes znamy jako dulezité regulatory rostlinného vyvoje. Nedavné studie
vrcholového ristu bunék kofenl prokazaly centralni roli NOx v produkci ROS. Cytosolické
ROS se u vrcholové rostoucich bun¢k podili napf. na uzavirani iontovych kanalki. ROS
produkované v apoplastu moduluji vlastnosti bunééné stény. Koordinace produkce ROS a jejich
pusobeni je diilezita pro riist a vyvoj rostlinnych bun¢k (Swanson, 2009).

GTPasy a jejich regulatory, ROS a fosfolipidy, hraji hlavni roli v kontrole vrcholového
rustu pylovych lacek a kofenovych vlaskt (Obr. 10, 11). Jsou Casto lokalizovany v apikalnim
rostoucim regionu bun¢k, kde jsou jejich funkce tésné propojené s cytoskeletalni prestavbou a
polarnim transportem vacki, které se ucastni vrcholového ristu, stejné tak jako ovliviiuji tvorbu
a vyzivu apikalniho rostouciho regionu (Lee et al., 2008). Vrcholovy rust je spojen se
zakladanim nové bunécéné stény a membrany na vrcholu prodluzujici se bunky (Swanson,

2009).
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Obr. 10

Vliv aktivnich forem kysliku na vrcholovy rist.

A) Kotenové vlasky u wild-type Arabidopsis a u mutantu rhd2 (root hair defective), u kterého
nedochazi k tvorbé kotfenovych vlaskll z divodi neschopnosti tvotfit ROS. B) Detailni foto
kotenovych vlaski (mutant rhd2 - dole). AtRBOHC (respiratory burst oxidase homolog C u
Arabidopsis) je analogem pro katalytickou podjednotku savéi NADPH oxidasy. Bez ptresné

funkce AtRBOHC se nemtze spravné udrzovat integrita bunééné stény na vrcholku a bunka
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praska. C) Model ukazujici zapojeni AtRBOHC ve vrcholovém rustu kofenovych vlaska

(upraveno podle Swanson, 2009).

A 1. tempo ristu
2
High | —— 2. tokCa
== 3. pHIROS buné&éné stény
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Low e = ROS \
24 ..,+ -
H* Ca bunécna sténa
PM
caz  NAOC Dpe
Intracelularni signalizace

ROS:
dynamika aktinu, sekrece

Obr. 11

Oscilace aktivnich forem kysliku, Ca**, pH bun&éné stény a tempo ristu kofenovych
vlaski.

A) Zobrazeni hladiny ROS béhem ristu kofenovych vlaskl. Extracelularni hladina
ROS dosahne maxima piiblizné t¥ikrat za minutu. Cas je v sekunddch. Métitko = 10
um. Zobrazeni bylo pfevzato od Monshausen et al., 2007. B) Schéma docasné separace
tempa ristu, toku Ca®" a pH/ROS bunééné stény u rostoucich kofenovych vlaska. C)
Model procest b&hem ristu na vrcholku kofenovych vlaska. Cervena je pro tok Ca*"
pfes aktivovany vapenaty kanalek. Zelena zobrazuje H' transportéry na plazmatické
membrané. Modra je pro AtRBOHC a vede k produkci ROS. ROS se podili na tvorbé
bunécné stény (hnéd¢€) a intracelularni signalizaci pro piesny vyvoj kofene (upraveno

podle Swanson, 2009).

9.2 Uloha aktivnich forem kysliku p¥i kli¢eni spor hub

Aktivni  formy kysliku jsou neustale produkovany jako vysledek aerobniho
metabolismu a také v odpovédi na bioticky a abioticky stres. ZvySena produkce ROS se v

piipad¢ interakci mezi rostlinou a patogenem nasledné podili na hypersensitivni reakci vedouci
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k bunécné smrti. Zda se, Ze tato druha vlna ROS neni pfitomna béhem symbiotickych interakei
(Nanda et al., 2010).

Oxidativni stres, ktery se Casto poji s prvnim stadiem interakce, hraje hlavni roli
v obrané rostlin (Obr. 12). Aby infikujici organismy mohly spésSné€ rtst, musi mit schopnost
vychytavani ROS nebo schopnost pozastavit u rostlin systémy produkujici ROS. ZvySena

produkce ROS je po infekei rostliny detekovana zejména v apoplastu (Nanda ef al., 2010).

Vychytavani ‘ Produkce ‘

2

Vyvoj Oxidativni stres

Signalizace

N— !

@

Patogeny Symbiéza

Obr. 12
Schéma reprezentujici dvojitou roli regulace hladiny ROS (produkce a vychytavani) a hlavni

funkce ROS souvisejici s interakcemi mezi rostlinami a mikroorganismy (Nanda ef al., 2010).

Oxidativni stres se lisi v intenzit¢ a délce v zavislosti, zda se jedna o interakci mezi
rostlinou-patogenem nebo rostlinou-symbiontem. MozZnost existence rozdilnych regulacnich
systému v pripad¢ interakce rostliny s patogenem nebo symbiontem potvrzuji i prace zaméiené
na studium zapojeni NOx v obranné reakci rostlin (Obr. 13). Rozdil mize byt specifickym
signadlem pro piesné vymezeni odpovédi hostitele na mikroorganismus. Bylo prokazano, ze
be&hem interakci rostliny a patogenu hraje NOx dilezitou roli v oxidativnim stresu (Nanda et al.,

2010).
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Obr. 13

Regulace ROS béhem vyvoje a interakce mezi rostlinou a patogenem.
Razové linie plati pro ROS zapojené v interakcich mezi rostlinami a mikroorganismy. Modré

linie plati pro ROS zapojené ve vyvoji rostliny (upraveno podle Nanda et al., 2010).

10. Produkce a uloha aktivnich forem dusiku u rostlin

Oxid dusnaty (NO) byl intenzivné studovan pro objasnéni jeho role v procesech
vyvoje rostliny, metabolismu a odpovédi na stres. Rada studii potvrdila zapojeni NO v
hormonalni odpovédi, programované bunécné smrti, indukované obranné reakci a signalni
transdukci (Crawford & Guo, 2005).

Nékolik prenosovych kaskad zprostiedkovanych NO, které jsou zndmy u zivocicht,
bylo identifikovano také u rostlin (Obr. 14). Sekundarnimi pienaSe¢i mohou byt cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP) a cyklicka adenosindifosfat ribosa (cADPR) vedouci ke zménam
mnozstvi cytosolického vapniku. Signalni funkce NO je také zprostiedkovana diky kovalentni
modifikaci proteind, jako je nitrace tyrosind, nitrosylace cysteinli a fosforylace prostfednictvim
MAP kinas. NO specificky ovliviiuje expresi gentl, které koduji proteiny majici vztah k

riznym obrannym reakcim organismu, transportu, signalizaci, metabolismu a bunécné
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detoxifikaci, homeostazi Zeleza, ale i ke kveteni a biosyntéze ligninu (Piterkova et al., 2008;

Parani et al., 2004).

Ca?t kanaly ————=  Volny Ca?t
cGMPY

cADPR 50 L
MAPIK adalSikinasy = Signalni sit ——= Bunééna odezva

NO Froteiny se signalni funkci

GS\\ GSNO — NO —T

Obr. 14

Signalni drahy NO u rostlin.

Primarni cile NO zahrnuji mitogenem aktivované proteinkinasy (MAPK) a Ca®" kanaly
regulované prostfednictvim zmény hladiny cGMP a cADPR. NO moduluje aktivitu proteint
nitrosylaci thiolovych skupin. Metabolit S-nitrosoglutathion (GSNO) muze slouzit jako
prenasec signalu NO (upraveno podle Piterkova et. al., 2008).

V savéich bunkach je NO produkovan oxidaci guanidinového dusiku L-argininu
enzymy nazyvanymi NO synthasy (NOS, EC 1.14.13.39). Produkty této reakce jsou L-citrulin a
NO. Krom¢ kalmodulinu je pro katalyticky mechanismus NOS nutna soucasna ucast dalSich
kofaktord, zahrnujicich flavinadenindinukleotid (FAD), flavinmononukleotid (FMN), hem a
tetrahydrobiopterin. V soucasné dobé bylo popsano celkem Sest enzymd, které mohou
katalyzovat syntézu NO v rostlinnych bunkach (Crawford, 2006).

Ke vzniku NO v rostlinach muze vést také fada dalSich neenzymovych reakci
vychazejicich z anorganickych slouc¢enin dusiku (Obr. 15) (Piterkova et al., 2008). Nizké pH v
apoplastu podporuje neenzymovou redukci dusitanu, kdy dusitan dismutuje na NO a dusi¢nan
(Stohl & Ullrich, 2002). Pti fyziologickych hodnotach pH mize byt dusitan také chemicky
redukovan kyselinou askorbovou na NO a kyselinu dehydroaskorbovou (Yamasaki, 2000).
Dal$i neenzymovy mechanismus, navrzeny pro tvorbu NO v membranach chloroplastd, je

svétlem zprostfedkovana preména NO, na NO katalyzovana karotenoidy (Cooney et al., 1994).
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Obr. 15

Schématické znazornéni zdroje NO v rostlinach.

NO je produkovan ¢innosti nitratreduktasy (NR), NO synthasy (NOS) a nitrit: NO reduktasy
(NiNOR). Dalsimi generatory NO mohou byt neenzymové reakce NO,, jakymi jsou redukce za
kyselého pH a svétlem pohanéna redukce v pfitomnosti karotenoidd. NO muze vznikat také
jako wvedlejsi produkt denitrifikace, respirace nebo nitratové asimilace (upraveno podle

Piterkova et al., 2008).

10.1. Uloha aktivnich forem dusiku p¥i kli¢eni pylu

NO byl rozpoznan jako signalni molekula pired 20 lety, ale jeho role v kontrole
bunécné aktivity neni jest¢ zcela dobie pochopena. U rostlin je NO zahrnut do mnoha
biologickych procest, jako je kliceni, rust a zavirani stomat, gravitropismu kotent, a je také
znamo, ze ovliviiuje genovou expresi (Grun et al., 2006). Mnoho rostlinnych bunék generuje
zvySenou koncentraci NO b&hem stresu a po poranéni (Huang et al., 2004).

Pro zahajeni produkce NO rostlinnymi tkdnémi je bézné potfebna urcita forma
specifické stimulace, naptiklad takova, ktera se objevuje bud’ béhem patogeneze (Wendehenne
et al., 2004), nebo béhem zavirani praduchi (Desikan et al., 2002). Nedavno byla navrzena
hypotéza, Ze NO hraje roli v interakci pylového zrna s bliznou (Mclnnis ef al., 2006; Hiscock &
Allen, 2008). V posledni dobé bylo zjisténo, ze NO se v pylu tvofi intra- i extracelularné (Obr.
16) (Wilson, 2009). Intracelularni generace NO muzZe ovlivnit vnitini biochemii pylovych zrn a

pestiku. Produkce NO v pylu mize mit vliv i na ostatni tkan¢, jako je blizna, na kterou se
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pylova zrna ptichycuji béhem opyleni. Pro demonstraci, Ze pylova zrna uvoliuji NO do svého
okoli, byla vyuzita fluorescencni NO proba, diaminofluorescein (DAF-2) s negativni kontrolou
realizovanou aplikaci lapace NO PTIO (2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-
oxid). Zajimavym zjisténim pii pokusech v in vitro podminkach bylo, ze pfed tim, nez byl
prokéazan vyvoj NO, byla nutna rehydratace pylu (analogie regulované hydratace pylu na blizn¢)

(Wilson, 2009).
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Obr. 16

Detekce intracelularniho a extracelularniho oxidu dusnatého.

Pro detekci intra- a extracelularniho NO, ktery byl produkovan pylem, bylo pouzito barveni
pomoci diaminorhodaminu: DAR4M-AM - vstupuje do buniky a DAR4M — nevstupuje do
buiiky. Vodna suspenze pylu Brassica napus sp. byla inkubovana 15 min pfi pokojové teploté
(A) s DAR4M-AM (B) s lapacem NO (cPTIO). Po odstranéni nadbytku barvy a resuspenzaci
pylu v 10% glycerolu byl detekovan signdl i bez pfitomnosti pylovych zrn. Extracelularni
akumulace fluorescenc¢niho signalu pro NO v mediu pomoci barveni s DAR4M byla stanovena
spektrofotometricky (C). Fluorescence vodné suspenze pylu (Ci) v 10 uM DAR4M (Cii) s
cPTIO byla monitorovana po 10 min pfi pokojové teploté. Vystupni signal fluorescence v

zavislosti na Case je prezentovan v relativnich jednotkach (upraveno podle Wilson, 2009).

V regulaci rastu pylovych lacek byla prokazana uloha NO. Pylové lacky musi byt
uvniti vajeCniku pfesné¢ orientovany ve sméru pfijeti spermatické bunky. Byla vyslovena
hypotéza mozné funkce NO v ramci procesu spravné orientace vznikajici pylové lacky (Prado et

al., 2004). Mechanismus, ktery navadi pylovou lacku uvnitf pestiku a ovlivituje jeji zacileni, je
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dosud stale neznamy. Predchozi studie in vitro u lilie (Lilium longiflorum) prokazaly, ze NO

funguje jako negativni chemotropicky podnét pro rist pylové lacky (Wilson, 2009).

10.2. Uloha aktivnich forem dusiku p¥i kli¢eni spor hub

Dutlezita role NO v signdlnim a obranném mechanismu infikovanych rostlin byla
dokumentovana jejich interakcemi s viry (Durner et al., 1998; Danci et al., 2009), bakteriemi
(Delledonne et al., 1998; Modolo et al., 2005; Mur et al., 2005; Johnson ef al., 2008), oomycety
(Sedlarova et al., 2010) a houbami (Tada et al., 2004; Prats et al., 2005; Piterkova et al., 2009).
NO je nepostradatelny pro zahdjeni a postup rostlinné hypersenzitivni odpovédi, modifikaci
genové exprese a syntéze s patogenezi souvisejicich proteinti (Obr. 17) (Wendehenne et al.,
2004; Zeier et al., 2004; Mur et al., 2006; Zaninotto et al., 2006).

Navzdory intenzivnimu vyzkumu je ptuvod a funkce NO u rostlin pii fyziologickych a
stresovych podminkach dosud neznama a stale ¢eka na objasnéni (Planchet et al., 2006; Neill et
al., 2008; Wilson et al., 2008).

V praci z nedavné doby Piterkova et al. (2010) demonstrovali potiebu NO pro
signalizaci u vyvoje plisn€, rozpoznani patogenu hostitelskou rostlinou a expresi obrannych
mechanismtl. Nicméné je zapotiebi dalSich experimentll pro pochopeni rovnovahy mezi NO,
ROS a dalSimi faktory, které usnadiuji klieni houbového patogenu a umozni hypersensitivni

odpoved hostitelské rostliny.

Antimikrobilni
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\ N .
200" % GSH
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NADPH
oxidasa

bunééna / \

smrt Altivace
hunééné obrannych
poskozeni genu

Obr.17

Hypoteticky model, jak mize NO ovliviiovat odpovéd’ rostlinné obrany.
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Rostlina rozpozna infikujici patogen pres pfimou nebo nepiimou interakci mezi patogenem
kodovanym avirulentnim faktorem (AVR) a produktem hostitelského kodovaného restistentniho
genu (R). Tato interakce aktivuje kaskddu signalni transdukce, ktera vede k produkci ROS.
Superoxid [O,7] je pravdépodobné generovan NADPH oxidasou a NO je produkovan
podobnym enzymem, jako je NOS. ROS a NO spolupracuji na destrukci patogenu pies
formovani peroxynitritu (ONOO"), ktery je velmi toxicky. Intracelularni vliv NO zahrnuje
aktivaci transkripce obrannych genti, poskozeni buniky hostitele a indukci hypersensitivni reakce
a smrt (apoptdzu). Intra- a extracelularni NO reaguje s glutathionem (GSH) a formuje nitroso
glutathion (GSNO), ktery miize slouzit jako signal na dlouhou vzdalenost pro vyvoj druhotné

systémové obrany (SAR) (upraveno podle Durner & Klessig, 1999).
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11. Material a metody

11.1. Chemikalie

Agar (Duchefa, Holandsko), sacharosa (La Chema, Ceska republika), askorbova
kyselina (Duchefa, Holandsko), DPI (Sigma, USA), chlorid vapenaty (La chema, Ceska
republika), imidazol (Sigma, USA), kyselina trihydroboritd (La chema, Ceska
republika), SNP (Fluka, Svycarsko), peroxid vodiku (Lachema, Ceska republika),
cPTIO (Sigma, USA), AgNO; (Sigma, USA), H,DCF-DA (Axxora, USA), DAF-FM DA
(Axxora, Svycarsko), FDA (Sigma, USA),

11.2. Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy, Sartorius, Némecko

Automatické pipety, Eppendorf, Némecko

Digitalni chlazena kamera, Olympus DP70, Japonsko

Digitalni ptredvazky, KERN, Némecko

Flowbox, Helios 48, Italie

Konfokalni laserovy fadkovy mikroskop Fluoview 1000, Olympus Optical, Japonsko
Svételny a fluorescenéni mikroskop, Olympus BX60, Japonsko

Spektrofotometr Reader Synergy HT, BIO-TEK, Anglie

Termostat, SUB6 Grand Instruments, Anglie

Vortex STUART, Anglie

11.3. Rostlinny material

Pro studium vlivu nano-Ag a iontového stiibra na kli¢eni pylu a rdst pylové
lacky a na rust kliénich vlaken u spor byl pouzit jako rostlinny material:
1. Pyl z okurky seté (Cucumis sativus L. cv. Marketer).
Semena rostlin byla vyseta do perlitu a po dvou tydnech byly semenacky rostlin
presazeny do kvétina¢l se zahradnickym substratem (objem 3 1). Rostliny byly

péstovany ve fytotronu pti fotoperiodé 14/10 h, teploté 26 °C/18 °C (den/noc) po
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dobu 7-8 tydnd. Rostliny byly poskytnuty Katedrou botaniky Ptirodovédecké
fakulty Palackého Univerzity v Olomouci, Ceska republika.

2. Spory smrze obecného (Morchella esculenta). ZEB, Morchella esculenta, ,Zebracka“
NPR 49°28'4.266" N, 17°28'13.029"E, Polcak 3.5. 2008.
Smrze nepravidelné produkuji asexualni spory (konidie nebo také konidiospory), které
vznikaji na konidioforech. Tyto spory maji stejnou genetickou determinaci jako mycelium,
ze kterého vznikly. Nejsou dormantni, okamzité kli¢i pii kontaktu s vlhkym prostfedim.
Spory smrze, které byly pouzity v diplomové praci, pochazi z genofondové kolekce jedlych
hub, zalozené a udrzované ing. P. Havrankem, CSc. na oddéleni zelenin a specialnich
plodin VURV, v.v.i. Prvni polozky této sbirky vznikly v r. 2006 za p¥ispéni amatérskych
houbaii z Ceskych mykologickych krouzki (Olomouc, Pferov, Praha) jako pracovni
kolekce izolati domacich jedlych hub. Kolekce byla pod nazvem ,,Genofondova sbirka
zahradnicky vyznamnych hub“ (dale jen GS) od r. 2008 eviden¢né zatazena do Narodniho
programu genetickych zdroji mikroorganismi hospodaiského vyznamu CR. Nejpodetndji
zastoupenou skupinou hub v této kolekci jsou smrzovité houby (Morchellaceae).

3. Spory Oidium neolycopersici.
Pro experimenty byl pouzit izolat padli rajéatového Oidium neolycopersici (C-2), ziskany z
rajcete (cv. Lucy), péstovaného ve skleniku Statni rostlinolékatské spravy, Olomouc. Izolat
byl udrZzovan na 2-3 mésice starych rostlinaich vysoce nachylného genotypu rajcete L.
esculentum, cv. Amateur, které byly kvili zabranéni volnému Sifeni konidii pfikryty
igelitovymi kryty. Tyto rostliny byly umistény ve fytotronu pfi teploté¢ 20 °C a fotoperiodé
12/12 h (den/noc). Ve dvoutydennich intervalech bylo padli rajéatové preinokulovavano na

nové zdravé rostliny.

11.4. Nano-Ag

Nanocastice stfibra v koncentraci 100 mg/l byly poskytnuty mgr. AleSem
Panackem, Ph.D. z Katedry fyzikalni chemie. Pro stabilizaci nanocastic (100 mg/I) byl
pouzit 0,05% kasein a 0,05% zelatina a 0,1% Tween.

37



11.5. Metody

11.5.1. Podminky pro kli¢eni pylu

Medium pro studium kliceni pylovych zrn C. sativus obsahovalo 0,01%

H3;BO;, 0,06% CaCl,, 8% sacharosu v 1% agarose. K mediu byly pfidany:

1. Modulatory koncentrace reaktivnich forem dusiku (RNS) kysliku (ROS) GSNO,
c¢PTIO, H,0,, askorbat, DPI a kombinace ¢cPTIO + DPI, ¢cPTIO + askorbat, GSNO
+ askorbat ve vysledné koncentraci v mediu 0,1 mM; v ptfipadé askorbatu byly
testovany dvé koncentrace 0,1 a 1 mM.

2. Koloidni nebo iontové stiibro ve vysledné koncentraci v mediu - 0,01; 0,1; 1; 5;
10; 20; 30; 40 a 50 mg/I.

3. K doplnéni pokust studia kli¢eni pylovych zrn byly pouZity koncentrace nano-Ag
nebo iontového stiibra ve vysledné koncentraci v mediu - 5 a 50 mg/l,
v kombinaci s modulatory koncentrace aktivnich forem dusiku (RNS) nebo
kysliku (ROS).

Medium bylo rozpipetovano po 1 ml na podlozni sklicka umisténa ve vlhké komirce

(velka Petriho miska s prouzky vlhké buni¢iny po obvodu misky).

11.5.2. Podminky pro kli¢eni spor M. esculenta

Klic¢eni spor M. esculenta bylo realizovano na podloznich sklech s nanesenou
1% agarosou (1 ml agarosy na sklo), umisténych ve vlhké komdrce.

Spory M. esculenta byly odebrany bakteriologickou klickou a pfidany do
mikrozkumavky obsahujici 50 pl destilované vody, do které byly dale aplikovany
modulatory koncentrace RNS, ROS do celkového objemu 100 pl (vysledné
koncentrace byly stejné jako v pfipadé studia kli¢eni pylovych zrn) a nano-Ag a Ag+
(vysledné koncentrace byly 0,5; 5 a 0,5 mg/l). Na pfipravena podlozni skla s agarosou
bylo napipetovano 25 ul roztoku se sporami M. esculenta s nebo bez moduladtoru
koncentrace RNS a ROS a nano-Ag nebo Ag’. Spory kli¢ily pfi teploté 25 °C po dobu
8 h. V kazdé sadé meéfeni byly vzdy stanoveny parametry pro kontrolni vzorek

obsahujici pouze spory M. esculenta rozsuspendované v destilované vodé.
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11.5.3. Podminky pro kli¢eni spor O. neolycopersici

Kliceni spor O. neolycoperici bylo realizovano na podloznich sklech s
nanesenou 1% agarosou (1 ml agarosy na sklo), umisténych ve vlhké komurce. Spory
byly metodou otisku prfeneseny na podlozni skla obsahujici agarosu s nebo bez
modulator koncentrace RNS, ROS (vysledné koncentrace byly stejné jako v pfipadé
studia kli¢eni pylovych zrn) a nano-Ag a Ag' (vysledné koncentrace byly 0,5; 5 a 0,5
mg/l). Spory kli¢ily pti teploté 25 °C po dobu 8 h. V kazdé sadé métfeni byly vzdy
stanoveny parametry pro kontrolni vzorek obsahujici pouze spory O. neolycopersici

rozsuspendované v destilované vodé.

11.5.4. Stanoveni kli¢ivosti pylovych zrn resp. spor a méreni délky

pylovych laéek resp. kli¢nich vliken

Pro stanoveni kli¢ivosti pylovych zrn a spor a stanoveni délky pylovych la¢ek

a kli¢nich vlaken byl pouzit mikroskop Olympus BX60. Vyhodnoceni bylo provedeno:

1. po 2h inkubaci pylovych zrn C. sativus,

2. po 8h inkubaci spor M. esculenta,

3. po 24h inkubaci spor O. neolycopersici
na podloZznim mikroskopickém skle s ristovym mediem ve vlhké komurce.
Délka pylovych lacek a kli¢nich vlaken byla méfena pomoci mikrometrického okularu
pfi zvétSeni mikroskopu 100x (pyl) a 200x (spory). V kazdém experimentu bylo
vyhodnoceno minimélné¢ 50 pylovych zrn nebo spor. Hodnoceni bylo provedeno ve

dvou nezavislych opakovanich.

11.5.5. Stanoveni Zivotnosti pylovych zrn a spor

Pro stanoveni Zzivotnosti pylovych zrn C. sativus, spor M. esculenta a O.
neolycopersici  byla pouzita fluorescenéni metoda s vyuzitim fluorescenéniho
mikroskopu Olympus BX60. Zivotnost byla stanovena metodou s fluorescein
diacetatem (FAD), ktery pronikda do bunék a je pisobenim esteras v Zivych buikach
prfeménovan na fluorescein vykazujici zelenou fluorescenci. 50 ul roztoku FDA (o

koncentraci 0,1 mg/ml bylo aplikovano na podlozni mikroskopicka skla s danym

rastovym mediem:
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1. po 2h inkubaci pylovych zrn C. sativus,

2. po 8h inkubaci spor M. esculenta,

3. po 24h inkubaci spor O. neolycopersici.
Zivotnost pylovych zrn byla stanovena po 10 min inkubaci. V kazdém experimentu
bylo vyhodnoceno 6 zornych poli s celkovym poctem minimalné 50 pylovych zrn nebo

spor. Hodnoceni zivotnosti bylo provedeno ve dvou nezavislych opakovanich.

11.5.6. Lokalizace NO a H,0,

Lokalizace NO v kli¢icich pylovych zrnech C. sativus a sporach M. esculenta a
O. neolycopersici byla detekovana pomoci fluorescenéni sondy 4-amino-5-methylamino-
2,7 .difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA) s vyuzitim konfokalniho mikroskopu
Fluoview 1000. Sonda lehce prochazi ptes membranu, kde je deacetylovana pomoci esteras na
DAF-FM (Obr. 18), ktery se po reakci s NO méni na vysoce fluorescencni produkt DAF-FMT
(Aexe — 495, Aen — 515 nm ). Detekéni limit pro NO je cca 3 nm (Kojima et al., 1999).

Pro detekci produkce ROS byla pouzita fluorescenéni sonda 2,7-
dichlorodihydrofluorescein diacetat (H,DCF-DA). Sonda ma schopnost prochazet pies
bunécnou membranu, kde esterasy preménuji H,DCF-DA na H,DCF, ktery se nasledné oxiduje
pomoci H,O,, HO, ROO, NO a NOO™ na fluorescencni DCF (Obr. 19). Po reakci s ROS je
detekovan fluorescencni signal (Aexe — 498, ey — 522 nm ) (Kojima et al.,1998).
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Obr. 18
Reakce fluorescencni sondy DAF-FM DA.
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Obr. 19
Reakce fluorescen¢ni sondy H,DCF-DA.

50 pl 10 uM H,DCF-DA, ptipadné 50 ul 20 uM DAF-FM DA, bylo aplikovano
na podlozni skli¢ko obsahujici dané koncentrace nano-Ag nebo Ag’ po 2h inkubaci
pylovych zrn C. sativus, 8h inkubaci spor M. esculenta a 24h inkubaci spor O.
neolycopersici na mediu ve vlhké komtrce. Po 20-35 minutach byl detekovan zeleny
fluorescen¢ni signal (v ptfipadé fluorescencniho mikroskopu Olympus BX60 byl pouzit
fluorescencni hranol U-MWB2). Kontrolni experiment pfi stanoveni NO byl realizovan
po dobu 20 min v prostfedi 0,2 mM 2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-
loxyl-3oxidu (cPTIO - lapa¢ NO). Pii detekci ROS byl kontrolni experiment
proveden v prostiedi 1 mM askorbatu (pyl) a 1 mM imidazolu (spory). Pro vizualizaci

Nomarsky DIC metody byla pouzita excitace pomoci UV diodového laseru (405 nm)

Pro porovnani produkce ROS a NO bylo pouzito méteni distribuce intenzity signalu v
pylovych lackach. Byly pouzity oddélené pfiblizné ploché pylové lacky s primérmou délkou
150-200 pm. Pro jednu variantu bylo pofizeno devét 3D mikrofotografii (3 objekty na
mikroskopickém sklicku, 3 opakovani) a pomoci FV 1000 softwaru (Olympus, Japonsko) byly
podél pylové lacky vyhodnoceny zmény intenzity signalu bud’ DAF-FM DA, nebo H,DCF DA.
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Pro kazdou mikrofotografii (obsahujici 4-8 sekci v Z ose) a pro kazdou pocitanou vzdalenost od
pylového zrna (od 0 do 180 pm, po 20um uUsecich) byla ze sekce vybrana nejsilngjsi intenzita
signalu. Hodnoty byly vyhodnoceny jako procenta maximalni intenzity signalu a
predstavovaly priamér deviti méfeni. Pro piehledné zndzornéni byly vynechdny

smérodatné odchylky.

11.5.7. Stanoveni produkce RNS a ROS

Ptiprava suspenze pylovych zrn: Prasniky z 10 kvétt C. sativus byly pifeneseny
do 600 pl media obsahujiciho 0,01% H;BO;, 0,06% CaCl, a 8% sacharosu. Po
protfepani na vortexu byly prasniky odstranény pinzetou.

Stanoveni produkce ROS a RNS: 5 ul 200 uM DAF-FM DA (detekce NO) nebo
H,DCF DA (detekce ROS) bylo ptidano ke 100 pl pylové suspenze. Fluorescencni signal
byl detekovan pomoci spektrofotometrického readeru okamzité po ptidavku sondy a nasledné
po 1h inkubaci za tmy v termostatu pii teploté 27 °C. (Blank: 5 ul 200 uM DAF-FM DA nebo
H,DCF DA bylo aplikovano ke 100 pul media obsahujiciho 0,01% H3;BO;, 0,06% CacCl, a

8% sacharosu.)
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Ag (p)
APF

APX

ATP

AVR
H,DCF-DA
cADPR
CAT
cPTIO

cGMP
DAF2-DA
DPI

ENPs
FAD
FMN
GDP

GTP

GSH
GSNO
H,DCF-DA
H,0,

HPF

hROS
MAPkinasy
nano-Ag
NAD(P)H
NiNOR

NO

NOS

NOx
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

elektrochemické stribro

nano-Ag

(aminofenylfluorescein, 2-[6-(4"-amino)fenoxy-3H-xanten-
3-on-9-yl] benzoova kyselina)

askorbat peroxidasa

adenosintrifosfat

avirulentni faktor
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat
cyklicka adenosindifosfatrisosa

katalasa
2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-
oxyl-3-oxide

cyklicky guanosinmonofosfat
4,5-diaminofluorescein diacetat
diphenylen iodonium

uméle vyrobené nanocastice
flavinadenindinukleotid
flavinadeninmononukleotid
guanosindifosfat

guanosintrifosfat

glutathion

S-NO-glutathion
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat
peroxid vodiku

(hydroxyfenylfluorescein, 2-[6-(4"-hydroxy)fenoxy-3H-
xanten-3-on-9-yl]benzoova kyselina)

vysoce reaktivni kyslikové formy
mitogenem aktivované proteinkinasy
nanocdstice stfibra

redukovany nikotinamiddinukleotid(fosfat)
nitrit: NO reduktasa

oxid dusnaty

synthasa oxidu dusnatého

NADPH oxidasa

nitrat reduktasa
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PM plazmatickd membrana

PTIO 2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide
rhd?2 root hair defective

R produkt rezistentniho genu

ROS aktivni formy kysliku

RNS aktivni formy dusiku

SAR druhotna systémova obrana

SOD superoxiddismutasa

SNP nitroprusid sodny

SNAP S-nitroso-N-acetylpenicilinamin
USEPA U.S. Environmental Protection Agency
uv ultrafialové zatfeni

57



