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CILE PRACE

Cilem teoretické Casti bakalaiské prace bylo vypracovani literarni reSerSe shrnujici
dostupné poznatky o biosyntéze, metabolismu a signdlnich drahach kyseliny salicylové
jako rostlinného hormonu, se zaméfenim na ulohu kys. salicylové v rostlinnych

odpovédich na biotické stresy.

V experimentalni Casti bakalarské prace byla cilem piiprava nanocastic TiO2 a Fe3O4
a testovani jejich vyuziti pro extrakci a detekci kys. salicylové. Dalsim cilem prace bylo
zavedeni metody analyzy obsahu Kys. salicylové v rostlinném materialu a studium
hladiny kys. salicylové v rostlinach Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom a jeho

mutanta nahG.



1 UVOD

Fytohormon kyselina salicylova (SA, Kyselina 2-hydroxybenzoova), jejiz nazev je
odvozen z latinského nazvu pro vrbu (Salix), je mala fenolicka slou¢enina, produkovana
Sirokou Skalou prokaryotickych a eukaryotickych organismi vcetné rostlin. Vrbovou
karu a listy jiz ve 4. stoleti pi.n.l. Hippocrates piedepisoval pro tlevu od bolesti pro
zeny b&hem porodu (Weissman, 1991). Pozd¢ji se stalo podavani preparati
obsahujicich SA béZznou metodou pro 1éEbu horecky ¢i revmatismu. V dne$ni dob¢ je
kyselina salicylova (SA) velmi uZivanou aktivni slozkou kosmetickych ptipravka proti
akné a mastné pleti, a diky tomu je znama vice jako 1é¢ivo nez rostlinny hormon. V této

praci vSak bude popsana pouze jeji funkce v imunitnim systému rostlin.

Dtive byly fenolické slouc¢eniny véetné SA syntetizované rostlinami povazovany za
latky, které nejsou nezbytné pro vyvoj a rust rostlin, nebot’ netvoii stavebni latky
a jejich nedostatek nezptisobuje okamzitou smrt, a proto také byly oznacovany jako tzv.
sekundarni metabolity (Hadacek a Chobot, 2011). Diky mnoha vyzkumim a nékolika
objeviim zejména ze 70. let, byla tato teze postupné vyvracena. Prvni prulom ve
vyzkumu hormondlni funkce SA v rostlinach nastal, kdyz byla zjisténa SA v mize
floému kvetouci fepené durkomanu (Xanthium strumarium) a aplikace mizy vyvolala
kveteni v okiehku hrbatém (Lemma gibba), diky tomu byla SA navrzena jako
endogenni signalni molekula u rostlin (Cleland a Ajami, 1974). Za druhy zasadni objev,
ktery dokladd vyznam této slouceniny, je povaZzovéna vyrazna zména termogeneze
Vv centralnim sloupci stonku uzovniku skvrnitého (Sauromatum guttatum) pii zvyseni
hladiny SA. Kromé toho pfi vné&j$im oSetfeni SA dochazelo k nardstu teploty stonku
(Raskin, 1992). Dalsi kli¢ové zjisténi spocivalo v tom, ze SA hraje velkou roli

v odpovédi rostlin na bioticky stres (White, 1979).

Uloha SA pii interakci rostlin a mikrobidlnich patogenti je zcela zisadni pro
zachovani Zivotaschopnosti konkrétni rostliny. V prvni fazi interakce dochazi
Kk rozpoznani molekularnich struktur typickych pro povrch patogennich organismi
(PAMP, ,.,pathogen-associated molecular patterns®) a je vyvolana imunitni reakce (PTI,
»PAMP-triggered immunity*), ktera zabranuje kolonizaci rostliny patogenem. Béhem
evolucniho vyvoje infekénich strategii v interakcich s rostlinami se podarilo patogeniim
vyvinout specifické efektory, které tlumi obranné mechanismy vyvolané PAMP,
a hostitelské rostliny naopak vyvinuly proteiny rezistence (R), keré detekuji piitomnost

patogennich efektorti a indukuji druhou slozku vrozené imunity vyvolané efektory (ETI,
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»effector triggered immunity“)(Jones a Dangl, 2006). Aktivace signalnich cest
obrannych mechanismu rostliny (PTI nebo ETI) vede Kk vytvofeni mobilniho signalu,
ktery se pohybuje z lokalné¢ infikované tkané do distalnich tkani, coz vyvolava
systémove¢ ziskanou rezistenci (SAR). Imunitni odpovédi zprosttedkované SA jsou
dulezitymi soucastmi PTI a ETI (Tsuda et al., 2009) a jsou také nezbytné pro aktivaci
SAR (Durrant a Dong, 2004). Studie u rtiznych rostlinnych druhii ukazaly, ze infekce
patogeny vede k akumulaci SA nejen u infikovanych listd, ale i v neinfikovanych

listech, které vyvijeji SAR (Malamy et al., 1990).

SA se dale ucastni regulace velké mnozstvi fyziologickych pochodd, jako naptiklad
kliceni semen, dychani, bunéény rist, zavirani praduchu a starnuti (Vlot et al., 2009;
Rivas-San Vicente a Plasencia, 2011). Také bylo zjisténo, Zze SA je spole¢né s dalSimi
rostlinnymi hormony nezbytnym prvkem v odpovédich na abioticky stres, jako je teplo,

chlad, sucho, zasoleni nebo osmoticky stres (Miura a Tada, 2014; Khan et al., 2015).

SA vsak neni jediny rostlinny hormon podilejici se na rostlinné imunité. Dochézi
k vzajemnému pusobeni a ovliviiovani konkrétnich signalnich drah mezi sebou. Mezi
klasické fytohormony, které se ucastni této interakce, byly kromé SA povazovany
kyselina jasmonova (JA) a etylén (ET) jako hlavni hormony podilejici se na rezistenci
proti herbivornimu hmyzu. V posledni dobé zjistujeme, ze i ostatni fytohormony jako
napf. auxiny, cytokininy, brassinosteroidy, kyseliny abscisova ¢i giberelova zaujimaji

Vv obrané rostlin dilezité misto (An a Mou, 2011).



2 BIOSYNTEZA A DEGRADACE KYSELINY SALICYLOVE
V ROSTLINACH

2.1 Biosyntetické cesty

V soucasné dobé byly identifikovany dvé odlisné enzymové drahy pro biosyntézu
SA vrostlinach - draha fenylalaninamoniaklyasy (PAL, EC 4.3.1.5) a isochorismatu
(IC), pficemz ani jedna z nich neni dodnes kompletné prozkoumana. Prvni zminéna
draha probiha v cytoplasmé a vychazi z fenylalaninu, ktery je konvertovan ptisobenim
PAL naKkyselinu trans-skoficovou, kterou je hydroxylaci pfeménéna na kyselinu
kumarovou a nasledné pfimo na SA. Jinou moznosti této drahy je konverze kyseliny
trans-skoficové na benzaldehyd nebo cinnamoyl-CoA, které se metabolizuji na kyselinu
benzoovou. Cinnosti benzoat-2-hydroxylasy (EC 1.14.13.12) je kyselina benzoova
konvertovana na vysledny produkt této drahy, kterym je SA (Verberne et al., 1999).

Ob¢ cesty obecné vyuzivaji chorismat (obr. 1), vysledny produkt Sikimatové drahy,
k syntéze SA (Miura a Tada, 2014). Isochorismatsyntasa (ICS, EC 5.4.4.2) a PAL jsou
pro tyto dréhy kritickymi enzymy. Jejich homology se vyskytuji v celém rostlinné fisi
véetné Arabidopsis thaliana, tabaku, rajéat, slune¢nic a papriky (Wildermuth et al.,
2001; Cochrane et al., 2004; Uppalapati et al., 2007; Catinot et al., 2008; Kim a Hwang,
2014), coz poukazuje na velky vyznam téchto biosyntetickych drah pro preziti béhem

evoluce.

Pfi studiu drahy isochorismatu v A. thaliana byly nalezeny dva geny pro ICS.
Predpoklada se, Ze biosyntéza SA drahou ICS probiha v chloroplastech, protoze ICS1
i ICS2 se nachazi pravé v této organele (Serino et al., 1995; Garcion et al., 2008).
Pievazna ¢ast ICS aktivity pochazi z isoformy ICS1. To také znamena, Ze mutace v icS1
vedou K témef uplné ztraté akumulace SA indukované patogenem (Wildermuth et al.,
2001). Nicméng rostliny A. thaliana, nesouci mutace ve ¢tyfech genech kodujicich PAL
(PAL 1-4), vykazuji PAL aktivitu snizenou na 10 % oproti divokému typu, a také
akumulaci SA pfi patogenni infekci snizenou zhruba na 50 % ve srovnani s divokym
typem (Huang et al., 2010). Piestoze je patrny piispévek drahy PAL k rezistenci vuci
bakteriim, cesta IC je bezpochyby hlavni drahou pro biosyntézu SA béhem aktivace

rostlinné imunity.
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Obr. 1 Schéma biosyntézy aktivnich forem SA. SAG, 2-O-B-D-glukosid SA; SGE, ester
glukosy a SA; MeSA, metylester SA; SA-Asp, SA konjugovana s aspartatem (Pievzato a

upraveno z Miura a Tada, 2014).



U nékterych bakterii katalyzuje konverzi IC na SA enzym isochorismatpyruvatlyasa
(EC 4.2.99.21)(Serino et al., 1995), avsak v rostlinnych genomech nebyly nalezeny
geny pro proteiny homologni s bakterialni IPL. Exprese bakteridlnich enzymi
katalyzujicich tuto konverzi spolu s ICS v chloroplastech vede k bazalni akumulaci SA
(Verberne et al., 2000; Mauch et al., 2001). Je tedy zfejmé, ze rostliny maji specificky
gen Ci geny, jehoz produkty vykazuji IPL aktivitu v chloroplastu. Metabolické enzymy,
jako je acylacidamidosyntetasa GH3.12/PBS3 (EC 6.3.2-)(Nobuta et al., 2007; Okrent
et al., 2009) a acyltransferasa (EPS1, ,,enhanced pseudomonas susceptibility 1, EC
2.3.1.1)(Zheng et al., 2009), mohou na zakladé¢ vyrazné¢ podobnych mutantnich
fenotypti a pfedpoklddanych enzymovych aktivit fungovat v ICS draze jako
katalyzatory reakci pii pfeméné isochorismatu na SA. Podobnost mutantti epsl a pbs3 je
patrna po infekci Pseudomonas syringae, kdy je vyrazné snizena akumulace SA oproti
divokému typu. V ptipadé¢ syntézy SA v P. aeruginosa IPL katalyzuje eliminaci
enolpyruvylového postranniho fetézce z isochorismatu za vzniku SA a pyruvatu.
BohuZel zatim neni zfejmé, jak miZe byt aktivita PBS3 a acyltransferasy (EPSI)
zaclenéna do reakci vedoucich k eliminaci enolpyruvylového postranniho fetézce
z isochorismatu. Z toho vyplyva, ze biosyntéza SA v rostlinach mize byt ve srovnani
s bakteriemi slozit€jsi. Export SA z chloroplasti je zprostiedkovan transportérem
MATE EDSS. Tento pfenos je velmi dilezity pro akumulaci a distribuci SA v buiice,

proto je u mutantti eds5 hromadéni SA ohroZeno (Ishihara et al., 2008).

Bylo prokazano, ze mnoho abiotickych ¢i biotickych stresovych faktord moduluje
hlavni enzymy, které se podileji na biosyntéze SA v rostlinach. Nadprodukce SA
prostfednictvim zvySené aktivity enzymi biosyntetickych drah SA (hlavné ICS a PAL)
ptispiva k obran¢ rostlin proti okolnim stresim (Wildermuth et al., 2001). Syntéza SA
za vysoké aktivity ICS byla prokazana i po expozici ozonem (Ogawa et al., 2005).
Aplikace SA miiZe pozitivné regulovat ICS1 a zlepsit toleranci pfi suchu u rostlin, jako
je A. thaliana (Hunter et al., 2013). Navic studie na mutantech A. thaliana (icsl a ics2)
potvrdila, Ze ICS2 muize v nepfitomnosti ICS1 kodovat funkéni ICS enzym, avSak
v omezeném mnozstvi (Garcion et al., 2008). Zapojeni zvySené aktivity PAL b&hem
tolerance na vysoké nebo nizké teploty, bylo dokumentovano u bananovniku (Chen et
al., 2008). Nedavno bylo zjisténo, ze deficit vody i expozice UV-B zafeni zptsobuji
akumulaci SA v dusledku zvySené aktivity PAL a benzoat-2-hydroxylasy (Bandurska
a Cieslak, 2013).



2.2 Regulace biosyntézy kyseliny salicylové
2.2.1 Transkripéni regulace ICS1 a signalni drahy Ca* iontd

Biosyntéza SA je pfisné regulovana, jelikoz bazalni akumulace této kyseliny ma
negativni dopady na kondici rostlin (Ishihara et al., 2008). Bylo jednozna¢né prokazano,
ze transkrip¢ni kontrola ICS1 prostiednicvtim signalizace vapnikem je kli¢em k regulaci
biosyntézy SA (obr. 2). Koncentrace ionti vapniku v cytosolu piechodné vzristd po

aktivaci Ca?* kanali po aktivaci imunitnich receptorti. Zvyseni intracelularniho Ca?* je

rozpoznano senzorovymi proteiny, jako jsou kalmodulin (CaM) a Ca?*-dependentni
proteinkinasy (CDPK, Boudsocq a Sheen, 2013).

Chorismat %
” TIsochorismat @ @ @

Kyselina salicylova

Obr. 2 Regulace akumulace SA signalni drahou vapenatych iontd (pfevzato a upraveno
ze Seyfferth, 2014)



Béhem imunitni odpovédi A. thaliana je transkripce 1CS1 regulovana transkripénim
faktorem CBP60g (,,calmodulin binding protein 60g*) vazajicim CaM a jeho
homologem SARD1 (,,systemic acquired resistence deficient 1¢)(Zhang et al., 2010;
Wan et al., 2012). Vazba CaM je pro funkci CBP60g nutna, protoze jen tak schopen
reagovat na zmény koncentrace cytosolického vapniku, zatimco na SARD1 se CaM
ziejme nevaze. Pies tento rozdil jsou CBP60g a SARDI z¢asti redundantni pro expresi
ICS1 a akumulaci SA b&hem imunitnich odpovédi rostlin. Tato dvojita regulace
transkripce ICS1 se jevi jako dilezita pro ¢asovou dynamiku biosyntézy SA. CBP60g
ptispiva hlavné k biosyntéze SA v pocateCnich stadiich po infekci P. syringae, kdy
dochazi k influxu vépenatych iontl, oproti tomu SARDI ftidi biosyntézu az v pozdnich
stadiich, kdyz koncentrace vapenatych iontd klesne (Wan et al., 2012). Na druhou
stranu existuje velmi blizky homolog CBP60g, ktery nese nazev CBP60a a je schopen
negativné regulovat expresi ICS1 pti vazbé na CaM (Truman et al., 2013). Je mozné, ze
po napadeni patogenem se CBP60g a SARDI specificky vazi na sekvenci
GAAATTTTGG v promotoru ICS1 a aktivuji jeho expresi. Timto spojenim se rusi
vazba mezi negativnim regulatorem CBP60a a promotorem ICS1 (Seyfferth a Tsuda,
2014). Indukce ICS1 a tim i biosyntéza SA je inhibovana v dvojittm mutantu
A. thaliana pro CBP60g a SARDI, coz vede k naruSeni aktivace systémové ziskané
rezistence (Zhang et al., 2010).

Mezi dal$i regulatory, které maji vliv, i kdyZ pouze nepiimy, na transkripci ICS1,
fadime né&kolik zastupcl kinas, jejichz aktivita je zvySend Umémé mnozstvi Ca?*.
Nedavno bylo prokazano, ze tyto CDP-kinasy, CPK4, 5, 6 a 11 jsou lokalizovany
Vv jadre, kde ve vzajemném pulsobeni fosforyluji transkripéni faktory WRKY. WRKYS,
WRKY28 a WRKY48 jsou regulovany CDP-kinasami béhem efektorem vyvolané
imunity (ETI) zprostfedkované imunitnimi receptory asociovanymi s plazmatickou
membranou, jako jsou napiiklad RPS2 (,resistance to P. syringae 2°) nebo RPM1
(,,resistance to P. syringae pv maculicula 1¢)(Gao et al., 2013). Rostliny s mutaci
WRKYS8 nebo WRKY48 jsou ohrozeny v patogenem vyvolané expresi ICS1. V ptipadé
WRKY28 probiha interakce piimo s promotorem ICS1 (van Verk et al., 2011), tento
transkripéni faktor mize byt regulovan fosforylovaci prostiednictvim CPK4, CPKS5,
CPKG6 nebo CPKI11. Souhrné tyto vysledky naznacuji, ze béhem ETI tyto CDPK
prenaseji signal zvySené hladiny intracelularniho Ca®* k aktivaci transkripce 1CS1

prostfednictvim transkrip¢nich faktora WRKY.



Signalni drahy vapenatych iont kromé regulace ICS1 ovliviji také udrzovani
akumulace SA prostiednictvim transkripéni regulace EDS1 (,,enhanced disease
susceptibility 1¢, Du et al.,, 2009). Transkripéni faktor vazajici CAMTAS3/SR1
(,,calmodulin binding transcription activator 3/signal-responsive gene®), se vaze na
promotor EDS1 pro potlaceni jeho transkripce. Mutanty CAMTAS3/SR1 vykazuji
zvySené hladiny SA, zvySenou imunitu proti P. syringae a proti houbovému patogenu
Botrytis cinerea. Kombinatorni mutantni analyza ukazuje, ze CAMTA3/SR1 a jeho
homology CAMTA1/2 potlacuji expresi CBP60g, SARD1 a ICS1 (Kim et al., 2013).
Tti CAMTA homology tedy koordinované potlac¢uji akumulaci SA, ale doposud neni
znamo, jestli pro transkripéni faktory CAMTA cilovymi sekvencemi piimo promotory
CBP60g, SARDI1 a ICS1. Souhrnné tyto vysledky jasn€ ukazuji vyznam signalizace
Ca?* pfiregulaci akumulace SA béhem aktivace rostlinné imunity pies transkripéni
regulaci genti zapojenych do biosyntézy audrzovani SA. Nicméné zpuasob, jakym
rostliny prostorové koordinuji pozitivni a negativni regulatory SA biosyntézy

a akumulaci SA, jesté neni zcela znam.

2.2.2 DalSi proteiny v nepiimé regulaci biosyntézy SA

Vedle proteinti, které se ptfimo zapojuji do biosyntézy (ICS a PAL) nebo transportu
(EDS5) SA bylo identifikovano mnozstvi dal$ich proteinti, které se neptimo podileji na
akumulaci SA indukované patogenem, a tim také 1 regulaci SAR. Jednd se o EDSI
(,,enhanced disease susceptibility 1), PAD4 (,,phytoalexin deficient 4°) a NDR1 (,,non-
race specific disease resistence 1), (Knepper et al., 2011). Mutace v EDS1, PAD4 nebo
NDRL1 zptisobuji castecné snizeni hladin SA. EDS1 a PAD4 jsou ,lipase-like* proteiny,
které spole¢né s dal§im ,,lipase-like* proteinem SAG101 (,,senescence associated gene

101°) tvoti binarni a ternarni komplexy (Zhu et al., 2011).

Po napadeni rostlin A. thaliana bakterii P. syringae nedochazi u mutantnich rostlin
edsl ¢i pad4 knardstu transkripce ICS1. Hladina SA se téméf neméni v porovnani
s hladinou u rostlin, jeZz nebyly bakterii napadeny. V pfipadé téchto mutantl dojde
po aplikaci SA k obnoveni exprese genti spojenych se signalni drahou SA, jako napf.
genu PR-1 (,pathogenesis related protein 1°¢)(Feys et al.,, 2001). EDS1, PAD4
a SAG101 mohou mezi sebou v cytosolu vytvaret heterodimery, jejich tvorba funguje
jako kladny regulator kaskady SA. Uvnitf této drahy, kterd byla iniciovana plisobenim
vyse zminénych proteint, je funkéni pozitivni zpétnd vazba, jelikoz pii vzristu trovné

SA dochazi také k nartustu exprese EDS1, PAD4 a SAG101 (Vlot et al., 2009).
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2.3 Metabolismus kyseliny salicylové

V ptipadé¢ SA dochazi k jeji pfeméné na mnozstvi riznych produktid. Nejvyznamnéjsi
metabolickou drahou SA je glukosylace hydroxylové skupiny, katalyzovana SA-
glukosyltransferasou (SAGT, EC 2.4.1.35), za vzniku SA-O-B-glukosidu (SAG). Radi
se mezi zasobni formy salicylatu vyskytujici se pfevazné ve vakuolach (Dean et al.,
2005). Dale mize v mensi mife dochazet ke glukosylaci karboxylové skupiny za vzniku
esteru SA, tato reakce je také katalyzovana SAGT. Dalsi metabolit SA vznikajici po jeji
methylaci na karboxylové skupiné je metylester kyseliny salicylové (MeSA), cozZ je
velmi tékava latka, ktera se pravdépodobné podili na Sifeni signalu o piitomnosti
patogenu i na okolni rostliny (Sendon et al., 2011). Mezi dalsi premény SA patii
konjugace s aminokyselinami, hydroxylace za wvzniku kyseliny gentisové
a pravdépodobné i sulfonace, kdy SA funguje jako substrat sulfotransferas za vzniku

SA-2-sulfonatu, pficemz tato reakce zatim byla prokazano pouze in vitro.

Nékteré chemicky ptibuzné latky pii vnéj$im oSetfeni rostlin indukuji podobné jako
SA expresi PR proteint a na ni navazujici obranu rostlin proti infekci. Tyto molekuly
lze oznacit jako funk¢ni analogy SA. NejznaméjSim zastupcem je napiiklad kyselina 2-
acetyloxybenzoova (acylpyrin, obchodni nazvy Aspirin nebo Anopyrin), jenz je

vyuzivan pii 1€¢bé hore¢natych stavl, zanéti, bolestech hlavy apod.

Po ataku rostliny patogeny se zvySuje hladina SA nejprve lokalné v infikovanych
mistech, poté prochazi floémem mobilni chemicky signal vyvolany SA do dalSich casti
rostlin. V téchto vzdalenych mistech dochazi ptisobenim mobilniho signalu k vyvolani
SAR, ktera neni trvala, setrva pouze nékolik tydnil a jeji soucasti je zvySend produkce
PR proteint. V ramci Studia signalnich drah SA byly vytvofeny tzv. nahG rostliny
(Friedrich et al., 1995), do kterych byl pfenesen bakterialni gen, kodujici enzym
salicylathydroxylasu (EC 1.14.13.1). Salicylathydroxylasa pfeménuje SA na katechol,
proto se SA nemiize akumulovat v takové koncentraci jako u nemutantnich jedinci a to
vede ktomu, Ze se neakumuluji alkalické formy PR proteind, jejichz expresi SA

spousti. Tyto rostliny jsou velice citlivé k napadeni viry, bakteriemi a plisnémi.



3 SIGNALNI DRAHY KYSELINY SALICYLOVE V
ROSTLINACH

3.1 Vnimani kyseliny salicylové

Identifikace SA receptoru (receptortt) je jednim z hlavnich vyzkumnych z&jmu
poslednich dvou desetileti. Vzhledem k riznym funkcim v reakci na stres zivotniho
prosttedi mohou mit rostliny nékolik SA receptord. Biochemické pristupy
identifikovaly mnozstvi proteint interagujicich S SA a aktivity téchto proteinti byly
ovlivnény vazbou SA (Moreau et al., 2013). AvSak tyto proteiny vazajici SA zcela
nevysveétluji odpovéd SA véetné SA zprostiedkované transkripni reprogramace.
Nedavno byli tfi ¢lenové rodiny NPR (,,non-expressor of pathogenesis-related genes*),
NPR1, NPR3 a NPR4 identifikovany jako receptory SA v A. thaliana (Wu et al., 2012).

NPRI je hlavnim reguldtorem transkripéni reprogramace a imunity zprostiedkované
SA, funguje jako transkripéni koaktivator (Pajerowska-Mukhtar et al., 2013). NPR1
obsahuje doménu BTB/POZ (,,broad complex, tramtrack a bric-a-brac / poxvirus a zinc-
finger) a motiv opakovani ankyrinu. Mutace v NPR1 vedou k témé&f tplné ztraté
transkripéniho reprogramovani zprostfedkované SA a velké nachylnosti k (hemi)-
biotrofnim patogentim (Dong, 2004). Proto nebylo jen piekvapujici, ale senzacni, ze
NPRI1 byl popsan jako SA receptor (viz obr. 3A). Pomoci rovnovdazné metody bylo
ur¢eno, ze NPR1 piimo vaze SA (Kd = 140 nM), ale pouze v piipad¢, Ze jsou Vv reakci
pfitomné ana NPRI1 navazané médnaté ionty na cysteinech 521 a 529. Nicméné,
Cys521/529 nejsou zachovany mezi vSemi druhy rostlin, coz vyvolava otazku
evoluéniho vyznamu mechanismu vniméani SA prostfednictvim NPRI1. Kromé toho
dalsi studie ukazala, ze pii pouziti standardni metody (,,ligand-biding assay“) NPR1
nevaze SA (Yan a Dong, 2014).

Fu et al. (2012) identifikovali dva homology NPR1, NPR3 a NPR4 jako SA
receptory (viz obr. 3B). NPR1 v nepfitomnosti SA podléha degradaci cestou
proteasomu 26S (Spoel et al., 2009). Jakmile se po infekci patogenem hladina SA
zvySuje, stabilizuje se NPR1. Regulace hladiny NPR1 proteinu je proto kriticka pro
odezvu SA. Fu et al. (2012) zjistili, Ze NPR3 a NPR4 interaguji s NPR1 a jsou
vyzadovany pro degradaci NPR1. NPR4 ma vysokou afinitu vici SA (Kd = 46 nM),
zatimco NPR3 vykazuje nizkou afinitu (Kd = 981 nM), coz naznacuje rozdilné regulace

NPR1 pomoci NPR3 a NPR4. Je zajimave, ze vazba SA narusuje interakci NPR1-PR4,
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ale usnadnuje interakci NPR1-NPR3. Tato pozorovani podporuji navrzené schéma, ve
kterém NPR3 a NPR4 vytvareji koncentra¢ni gradient NPR1 za ucelem regulace
transkripce  zprosttedkované NPRI1. V nepfitomnosti SA degradaci NPR1
zprostiedkovava NPR4 a tim zabranuje akumulaci NPR1, zatimco vysoké hladiny SA
také zabranuji akumulaci NPR1, ale prostfednictvim NPR3. Signal zprostfedkovany
NPR1 je tedy aktivni pouze u stfedni hladiny SA. Tento model je v souladu
s poznatkem, ze protein NPR1 se vysoce akumuluje v blizkosti kolem mista infekce
v listu (Seyfferth a Tsuda, 2014). Piedpoklada se, Ze tyto oblasti obsahuji stfedni
hladinu SA, zatimco v zon¢ infekce se mohou hromadit pfili§ vysoké hladiny SA.
Momentaln¢ patii tento model signalni drahy SA zavislé na NPR proteinech mezi

nejpravdépodobnéjsi, avsak je potieba jeho dalsi experimentalni ovéteni.

Obr. 3A-B Modely pro vnimani kyseliny salicylové (pfevzato a upraveno ze Seyfferth, 2014)
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3.2 Signalizace SA zavisla na NPR1

NPR1 je klicovym regulatorem, ktery fidi n¢kolik imunitnich odpovédi vcetn¢ SAR
(Dong, 2004). Mutant nprl byl poprvé identifikovan pifi screeningu mutantQ
A. thaliana, které nebyly schopné aktivovat expresi PR gent nebo rezistenci na
onemocnéni (Cao et al., 1994). Pozoruhodné je, Ze tento mutant vykazuje zvySenou

hladinu SA v ¢ase po infekci na rozdil od rostlin divokého typu (Defraia et al., 2010).

Oblast promotoru genu NPR1 obsahuje sekvenci W-box, ktera je vazebnym mistem
rodiny proteint WRKY. Mutace ve W-box sekvencich promotoru genu NPR1
neptiznivé ovliviiuji jeho expresi, coz naznacuje, ze transkripéni faktory WRKY hraji
dilezitou roli pti zprostiedkovani signalizace SA prostiednictvim NPR1 (Yu et al.,
2001). Pti nedostatku SA nebo pokud nedojde k napadeni patogenem se NPR1 nachazi
v cytosolu ve formé¢ oligomeru, kdy jsou jednotky NPR1 spojeny prostfednictvim
intermolekularnich disulfidovych vazeb. Po zvySeni koncentrace SA a zméné redoxniho
potencialu v bunce se uvoliiuje NPR1 jako monomer, Ktery se po vazbé SA piesouva do

jadra, kde aktivuje transkripci obrannych genti (Mou et al., 2003).

Timto mechanismem SA ovliviiuje aktivitu NPR1 ve dvou fazich, nejprve aktivuje
expresi NPR1 a poté stimuluje translokaci NPR1 do jadra. Zmény bunééného redoxniho
stavu indukované SA vedou Kk redukci disulfidovych vazeb mezi cysteiny Cys82
a Cys216. Redoxni stav buniky je nejspiSe kontrolovan aktivitou cytosolickych
thioredoxind TRXhS a/nebo TRXh3. Mutace Cys82 nebo Cys216 zvysuje hladinu
monomerniho, v jadie lokalizovaného NPR1, a nasledné reguluje expresi genu PR-1
(Mou et al., 2003). Aplikace SA a inokulace patogenem zvySuji expresi NPRI.
Nadméma exprese NPR1 nebo jeho homologl poskytuje Sirokou rezistenci proti
riznym patogeniim u riznych rostlinnych druhi (Makandar et al., 2006; Zhang et al.,
2010). Navic nadmérnd exprese monomerniho NPR1, vzniklého naruSenim tvorby
disulfidové vazby, mlze byt vyuzita pro tvorbu transgennich rostlin se zvysenou

odolnosti vuci chorobam.

V bunééném jadru dochdzi k navazdni NPR1 monomeru na transkripéni faktory
TGA, které se vazi na sekvenci TGACG v DNA (Gatz, 2013). To umoznuje, aby TGA
pfimo interagovaly pomoci vazby na aktivac¢ni sekvenci (as-1). Tato sekvence se
nachazi v promotorech PR gent a jejim prostfednictvim se aktivuje jejich transkripce

(Lebel et al., 1998). Genetickou analyzou bylo prokazano, ze transkripéni faktory
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TGA2, TGAS a TGAG6 inhibuji ptepis PR-1 genu bez prezence SA, ale jsou nezbytné
pro vyvoléni transkripce PR-1 genu za jeji pfitomnosti, coz naznacuje redundanci genti
TGA v signalizaci SA (Mou et al., 2003). Ac¢koli NIMIN1, NIMIN2 a NIMIN3 jsou
pfechodné indukovany po oSetieni A. thaliana SA, zda se, Ze NIMINI negativné
reguluje signalizaci SA/NPR1. Nadmérna exprese NIMINL vede k mén¢ aktivni ETI
a SAR, zatimco snizenéd exprese stejného genu zvySuje indukci exprese PR-1 pomoci

SA. (Weigel et al., 2005).

NPRI je také regulovan fosforylaci, ktera probiha v bunééném jadie. Tento proces
pfispiva k nasledné ubikvitinylaci a tim také k proteasomem fizené degradaci, kterd je

nezbytna pro uspésnou transkripéni kontrolu prostiednictvim NPR1 (Spoel et al., 2009)

3.3 Signalizace SA nezavisla na NPR1

Dalsi publikované vysledky naznacuji, ze nékteré aspekty obrany rostlin proti
patogentim jsou fizeny signdlnimi cestami zavislymi na SA, ale nezavislymi na NPR1
(Clarke et al., 1998; Shah et al., 2001). ETI byla potla¢ena expresi genu NahG, ktery
koduje salicylathydroxylasu, ale k potla¢eni nedoslo v mutantovi nprl, coz naznacuje
zapojeni signalni drahy SA nezavislé na NPR1 (Takahashi et al., 2002). Existence
tohoto mechanismu je dale podpofena studiemi ruznych mutantd A. thaliana, které
konstitutivné akumuluji SA a transkripty PR genti dokonce i v nepiitomnosti funkéniho

genu NPR1.

Predpokladany negativni regulator SAR, SNII1, byl identifikovan screeningem
supresort mutanttt nprl-1 (Li et al., 2001). Zda se, Ze protein SNII je jaderny protein
s omezenou podobnosti s mySim retinoblastomovym proteinem, coZ je negativni
regulator transkripce. Vice komponent v imunitni draze nezavislé na NPRI1 bylo
identifikovano screeningem mutantd nprl-5 mutovanych ethylmethansulfonitem
(EMS) pro konstitutivni expresi PR genu. Ssi mutanti, ssil, ssi2 a ssi4, vykazuji
konstitutivni akumulaci SA a vykazuji zvySenou odolnost vii¢i riznym patogenim
(Shirano et al., 2002). Dikaz funk¢ni signalni drahy SA nezavislé na NPR1 byl ziskan
také studiemi dvojitych mutantd ssil nprl a ssi2 nprl. Ssil a ssi2 mutantni rostliny,
obsahujici alelu NPR1 divokého typu, akumuluji vyssi hladiny genovych transkript
PR1 nez rostliny dvojitych mutantt ssil nprl a ssi2 nprl, coz indikuje funkci NPR1
zavislé drahy aditivné s cestou nezavislou na NPR1 (Shah et al., 2001).
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Dalsi supresorovy mutant NPR1, sncl, vykazuje konstitutivni SA-zavislou a NPR1-
nezavislou obranu v dusledku mutace v TIR-NB-LRR typu R-proteinu. Mutantni
rostliny sncl akumuluji vysoké hladiny SA, konstitutivné exprimuji PR geny a vykazuji
zvySenou odolnost proti patogenim (Li et al., 2001). Byly identifikovany
a charakterizovany i dalsi snc mutanti jako snc2-1D (Zhang et al., 2010) a snc4-1D (Bi
et al., 2010). Kromé¢ toho skupina genti, které mohou byt zapojeny do signalnich drah
SA nezavislych na NPR1, jsou transkrip¢ni faktory jako WHIRLY (WHY) a MYB.
WHY1 se vaze jako transkrip¢ni faktor na DNA bez ohledu na protein NPR1 a pro
rostliny mutované vtomto genu je typickd inhibice transkripce PR-1. AtMYB30
pozitivné reguluje hypersenzitivni odpovéd’ vyvolanou patogenem zptisobem na SA

zavislym, ale nezavislym na NPR1 (Desveaux et al., 2004).
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4 PROPOJENI SIGNALNICH DRAH KYSELINY SALICYLOVE
SE SIGNALNIMI DRAHAMI JINYCH HORMONU

Rostliny jsou napadavany a infikovany Sirokou S$kalou mikrobialnich patogeni
s riznorodymi efektorovymi molekulami a témito patogeny. Rostliny postupné
vyvinuly specificky imunitni systém, pomoci néhoz rozpoznavaji nevlastni molekuly
nebo signdly z poranénych bunck a reaguji aktivaci G¢innych obrannych odpovédi
prostiednictvim signalni kaskady SA a interakce S jinymi fytohormony jako je kys.
jasmonova (JA), ethylén (ET), kys. abscisova (ABA), auxiny, Kys. giberclova (GA),
cytokininy (CK) a brassinosteroidy (BR) (Obr. 4). Jejich drahy na sebe vzajemné plisobi
a dochazi téz k interakcim, kdy je mozna aktivace ¢i inhibice (Bari a Jones, 2009).
V této bakalaiské praci bude/je piedevS§im popsano propojeni signalni drah SA, Kys.

jasmonové a etylénu.
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4.1 Signalni drahy kyseliny jasmonové a etylénu

Kyselina jasmonova (JA) je pfirozeny rastovy regulator, fadi se mezi rostlinné¢ hormony
ze skupiny jasmonati. V roce 1971 byla JA izolovana jako inhibitor rdstu rostlin
z filtratu plisné Botryodiplodia thebromae (Aldridge et al., 1971). Postupem ¢asu se
podafilo nalézt JA a metyljasmonat v mnoha riznych druzich jako latky, které

podporuji starnuti a inhibuji rust rostlin.

Mezi zakladni funkce jasmonatu patii zvySovani rezistence proti hmyzu a chorobam,
zejména vuci nekrotrofnim patogeniim. V piipad¢ zranéni ¢i napadeni rostliny hmyzem
se znarusené¢ bunééné stény zacinaji uvoliiovat ridzné oligosacharidy, napf.
oligogalakturonidy, jez funguji jako nespecifické elicitory a mohou spustit imunitni
reakci. Bunéénou sténu narusuji predevSim enzymy celuldzy, které byly nalezeny
u nékterych druhli parazitickych hub. Z prekursoru prosysteminu dochdzi k tvorbé
aktivni formy proteinu systeminu, ktery se rychle v rostliné translokuje, coz umoziuje
rychlou aktivaci obrannych systémi. Aktivni systemin pfispiva k uvolnéni kyseliny
linolenové z membranovych lipidi za ucasti fosfolipasy A2. JA vznika z kyseliny
linolenové za Ucasti enzymu lipooxygenasy katalyzou peroxidace mastnych kyselin.
Etylén a JA se mohou pfemistit floémem a fungovat jako signalni molekuly (Heil
a Bostock, 2002). Dale JA ovliviiuje expresi obrannych proteinti proti plisnim, napf.
proteint osmotinu a thioninu. Aktivace signalni drahy JA také vede k indukeci inhibitora
proteas (cilenych proti hmyzu i ve vzdalenych listech), sekundarnich metabolita

(alkaloidy a fenolické latky) a také inhibuje buné¢né déleni.

Etylén je typicky plynny hormon, poprvé byl identifikovan v roce 1901 Dimitrijem
Neljubovem jako aktivni slozka svitiplynu, kdy dochazelo ke Zzloutnuti stromu
V bezprostiedni blizkosti lamp na svitiplyn. Je to nejjednodussi olefin, hotflavy a leh¢i
nez vzduch. Jeho tvorba v rostlinach je ovliviiovana auxiny. Vysoka lokalni hladina
auxinu vede k lokalni biosyntéze etylénu. Etylén pak naopak, mimo jiné, ovliviiuje

transport auxinu z bunék.

Diky plynnému skupenstvi se ET snadno transportuje mezibunéénymi prostory
ataké bez problému unikd zrostlinnych pletiv. ET plni fadu pro rostlinu Zivotné
dilezitych funkei. Indukuje tloustnuti a zkracovani stonku, tvorbu kotfenti a kofenového
vlaSeni. Stimuluje dlouzivy rast ponofenych vodnich rostlin, zrani plodl, senescenci

kvéti a listh. Dale ma také vliv na tvorbu apikdlniho hacku u etiolovanych kli¢nich
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rostlin a je dulezity pti reakci na vodni stres, mechanické poSkozeni ¢i napadeni
patogenem. Komercné se ¢asto vyuziva pro opad listi baviny nebo dozravani plodu,

hlavné u exotického ovoce, jako jsou napf. banany.

4.1.1 Interakce signalnich drah kyseliny jasmonové, etylénu a kyseliny
salicylové

Tato trojice hormoni regulujicich imunitni mechanismy rostlin je v dne$ni dobé
detailné prostudovana jak z hlediska signalnich drah jednotlivych hormond, tak i jejich
vzajemného pasobeni. Uvadi se, ze v A. thaliana jsou zapojeny signalni drahy SA
pfevazné pii obrané proti biotrofnim a hemibiotrofnim organismtm, na druhou stranu
drahy JA a ET nejcastéji proti organismiim nekrotrofnim a herbivornim (Glazebrook,
2005). Obecné je pusobeni mezi SA, JA a ET uvadéno jako protichidné, ovSem existuje
mnoho praci, které uvadéji dikazy o synergickém vztahu téchto hormonu (Schenk et
al., 2000). Je totiz velmi dulezité, v jaké fazi rostlinného vyvoje dojde k aplikaci a také
V jakém mnozstvi jsou hormony pouzity Vv konkrétnim pokusu (Mur et al., 2006).
Pozoruhodné vysledky byly ziskany v praci Kim et al. (2014), kde byly pouziti mutanti
v signélnich drahach téchto tifi fytohormonid. Podafilo se vytvofit mnohonasobné
mutanty ve vSech kombinacich, u kterych se testovala odpovéd’ na bakterialni patogen
P. syringae. Dle zavéru této studie se ukazuje, Ze pti dodrzZeni ur¢itych podminek muze
mit vztah mezi SA a JA podplirny charakter, zatimco ET je viici obéma antagonisticky.
Pres vysledky této studie je stale ve vétsiné publikaci uvadén vztah SA s JA a ET jako

protichidny, coz odpovida vétsin€é doposud zkoumanym situacim.

Mezi nejpodstatnéj$i slozky signalnich drah téchto rostlinnych hormont se fadi
transkripéni faktory WRKY nebo MPK4 spolecné s proteiny EDS1, EDS4, PADA4,
NPR1 a SSI2 (Petersen et al., 2000; Ndamukong et al., 2007). Signalni kaskadu SA
zahajuji proteiny EDS1, EDS4 a PAD4. Rostliny modifikované v téchto genech jsou
citlivé na molekuly spoustgjici signalni kaskddu JA, coZ naznacuje negativni interakci
mezi SA a JA (Gupta et al., 2000). Rizeni pfepisu genti transkripénich faktort
WRKY53, WRKY62 a WRKY70 je zprostiedkovano NPR1. Tyto geny koduji proteiny
zastavujici prepis gent podléhajicich draze JA (Li et al., 2007). To znamena, ze NPR1
je klicovy v usmérnovani a tlumeni signalizace JA zavislém na SA. Pozoruhodné je, Ze
pro tuto situaci neni nezbytna lokalizace NPR1 v oblasti jadra, ale vyskyt v cytosolu
(Yuan et al., 2007). Inaktivace enzymu MPK4 v A. thaliana rusi signalizaci JA a na
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druhou stranu aktivuje obranu proti biotrofnim patogentim a spousti signalni kaskadu
SA (Petersen et al., 2000).

Dalsim piikladem, kdy je narusena signalizace JA a je naopak aktivovana signalni
draha SA, je zvysena odolnost vic¢i chorobam pozorovana u mutanti ssi2 (Kachroo et
al., 2003), kde gen ssi2 koduje enzym stearoyl-ACP-desaturasa (EC 1.14.19.2). Exprese
tohoto genu zavisla na JA je také naruSena V pfipad¢ dvojitych mutanta mpk4 nahG
nebo ssi2 nahG, které neakumuluji vysoké hladiny SA. To poukazuje na to, Ze naruseni
signalizace JA u jednotlivych mutantl neni zptsobeno inhibi¢nim t¢inkem zvySenych
hladin SA (Kunkel a Brooks, 2002). Coil koduje F-box protein, ktery reguluje
signalizaci JA tim, Ze inaktivuje negativni regulatory drah zprostiedkovanych JA
(Kloek et al., 2001). Na rozdil od mpk4 a ssi2 nevykazuji mutantni rostliny coil
konstituvni expresi obrany zavislé na SA, zatimco Vv reakci na infekci P. syringae je

obrana zprostfedkovana SA hyperaktivovana.

Stejnou negativni regulacni interakci lze nalézt také mezi signalnimi drahami ET
a SA. Geneticka charakterizace mutantd A. thaliana ein2 (mutant necitlivy na ET)
ukézala, ze zékladni hladina exprese markerového genu PR-1, kterd je regulovana
signdlni drahou SA, je vyznamné vyssi nez u rostlin divokého typu. Z toho se da
vyvodit, ze modulace cesty SA vlivem ET je zavisla na genu EIN2 a funguje

prostiednictvim signalni drahy ET (De Vos et al., 2006).

4.2 Interakce signalni drahy SA s dalsimi fytohormony
4.2.1 Kyselina abscisova (ABA)

ABA strukturné patii mezi seskviterpeny, je opticky aktivni a fyziologické uc¢inky ma
pouze jeji S-enantiomer. VVolna ABA se nachazi v chloroplastech a v cytoplasmé. Je to
negativni regulator ristu, coZ znamen4, Ze inhibuje rist rostliny a kliceni semen, kdy se
podili na udrzovani dormance semen. Diky ptisobeni tohoto rostlinného hormonu
nedochazi k vykliceni dfive neZ za idedlniho stavu, ktery se da obvykle definovat
dostatkem vlhkosti, slune¢niho zafeni a tepla. Pfi stresovych podminkach zastavuje
zrani plodi, kdy v podminkach intenzivniho stresu dochazi k rychlému zvyseni jeji
hladiny, coz muze zptisobit opadani nezralych plodi. ABA také zvySuje odolnost vuci
dehydrataci a desikaci. (Wasilewska et al., 2008) Je velmi vyznamna v obrané proti
vodnimu deficitu, protoZe sniZzuje turgorovy tlak v bunikach, priduchy se zaviraji

a nedochazi ke ztratam vody. Mechanismus ptisobeni ABA muze byt bud’ kratkodoby
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prostiednictvim regulace uzavieni pruduchl, nebo dlouhodoby, kdy se tyka zmén

exprese genu a potlaceni rstu (Bari a Jones, 2009).

ABA ma tedy zasadni ulohu pii adaptaci rostlin na abioticky stres, zatimco jeji tloha
pfi biotickém stresu je dosud vysvétlena a pochopena v mnohem mensi mife. VétSinou
se uvadi, ze pfi imunitni odpovédi ma spiSe zaporné ucinky. Vnéjsi aplikace ABA brani
hromadéni SA a inhibuje odolnost proti patogentim, konkrétné¢ proti P. syringae
u A. thaliana (Mohr a Cahill, 2007). Podobn¢é vysledky byly zjistény i u jinych druht
rostlin, napt. u ryze (Koga et al., 2004). Pusobeni ABA zabranuje vzniku systémoveé
ziskané rezistence, coz znamend, ze mutanti A. thaliana v drahdch biosyntézy
¢isignalizace ABA jsou vice odolni proti patogenim ve srovnani s rostlinami
A. thaliana divokého typu (Adie et al., 2007). Dale byla popsana zvysena produkce
ABA a aktivace gent zavislych na ABA béhem interakce rostlin S invazivnimi patogeny
(de Torres-Zabala et al., 2007). Z toho divodu 1ze ABA oznacit jako negativni regulator
signalnich kaskad pro obranu rostlin, zejména drah zprostfedkovanych SA. Neékteré
studie naznacuji, ze ABA pulsobi na defenzivni odezvu prostfednictvim regulace
ukladani kalosy (Hernandez-Blanco et al., 2007), tvorby reaktivnich forem kysliku
(Xing et al., 2008) nebo regulace transkripce obrannych gent (Adie et al., 2007, de
Torres- Zabala et al., 2007). Je mozné, ze antagonistické piisobeni mezi ABA a SA je
disledek nepfimého tc¢inku interakci mezi ABA, JA a ET (Adie et al., 2007), avsak
mechanismus protichtidného ptisobeni na molekuldrni urovni mezi signadlnimi drahami

SA a ABA jesté neni piesné vysvétlen (An a Mou, 2011).

4.2.2 Auxiny

Auxiny jsou fytohormony, které ovliviiuji vétSinu stranek rostlinného ristu a vyvoje.
Byly objeveny pfti studiu fototropismu, kdy dochazi k ohybu rostlin za svétlem ¢i
zdrojem energie. Jsou syntetizovany ve vrcholovych ¢astech stonkt a odtud se dostavaji
dale do vSech casti rostliny. Nejznaméj$im auxinem je kyselina indol-3-octova.
Stimuluje bunécéné déleni atvorbu kofend. Je zapojena také v gravitropismu, pfi
akumulaci v nadzemni ¢asti zpusobi rtst a prodluzovani bunék a to vede k ohybu.
Naopak v kotenech vede akumulace auxinu k inhibici ristu. Auxin pusobi jako hlavni
signalni molekula béhem komplexni regulace rozmisténi i sméru rastu hlavnich

a postrannich kotent v prostoru.
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Vysledky nedavnych studii naznacuji, Ze mnoho rostlinnych patogenti bud’ muze
produkovat auxiny samotné, nebo mize manipulovat s biosyntézou auxinti hostitele,
aby interferovaly s normalnim vyvojovym procesem hostitelského organismu (Chen et
al., 2007). Naopak rostliny vyvinuly mechanismy pro potlaeni signalizace auxinu
béhem patogeneze. Rostliny, které nadprodukuji obrannou signalni molekulu SA, maji
casto morfologické fenotypy a ty pfipominaji auxin-deficitni nebo na auxin-necitlivé
mutanty. Z toho lze vyvodit, ze SA miize ovliviiovat auxinovou odpovéd’. Aplikace SA
vede ke globalnimu potlaceni genti spojenych s auxinem, pficemz tento ucinek je mozné
sledovat i béhem systémové ziskané rezistence (Wang et al., 2007). Kromé toho
citlivost vuci ataku patogeny je zvySena po aplikaci auxinu (Chen et al., 2007). Na
moznou odli$nou interakci ukazuje skutec¢nost, ze nékteré enzymy, jez zodpovidaji za
konjugaci auxinu s aminokyselinami, mohou katalyzovat také jejich konjugaci s SA
a pusobi tak na signalni drahu SA (Park et al., 2007). Mutanty se ztratou funkénosti
faktord auxinové odpovédi (ARF), arf6 a arf8, vykazuji sniZzenou expresi gent
podilejicich se na biosyntéze JA a celkové nizké hladiny JA. Tento fakt potvrzuje zavér,
Ze auxin ovliviiuje signalni drdhu JA, a to mize znamenat nepiimé ovliviiovani drahy
SA (Nagpal et al., 2005). Podle dosavadnich znalosti Ize usuzovat na to, ze pusobeni
SA a auxinu je protichtdné (An a Mou, 2011).

4.2.3 Cytokininy

Jiz v padesatych letech minulého stoleti byly cytokininy popsany jako latky stimulujici
bunécné déleni v pritomnosti auxinu (Miller et al., 1955). K jejich syntéze dochazi
vSude, kde je nezbytna rychla cytokineze (embrya, koteny ¢i plody). Jsou to derivaty
adeninu a nejrozsifengjSim zastupcem je zeatin. Mezi jejich dal§i funkce kromé
stimulace bunécného déleni patii také stimulace diferenciace chloroplasti a vétveni
(antagonismus s auxinem). Cytokininy zpomaluji senescenci a degradaci chlorofylu.
Ucastni se kliGeni semen, vyvoje kofene a prytu (zejména vodivych pletiv), fidi
senescenci listi a velikost semen a odpovéd na zmény vnéjsiho prostiedi a stresové
podminky (Muller a Sheen, 2007).

Ackoli uloha CK v obrané rostlin je doposud omezené zndma, existuji naznaky, Ze
CK se podili na regulaci obrannych odpovédi rostlin proti nékterym patogentim. Vyssi
hladina cytokinind je spojena s vyssi odolnosti rostlin vici P. syringae, tvorbou SA
atranskripci PR-1 (Naseem et al., 2014). Ve studii, kde byl pouzit mutant

s redukovanou tvorbou cytokinind, byl pozorovan narust transkripce gend, jeZz jsou
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spojené se signalni kaskddou SA (Naseem a Dandekar, 2012). V posledni dobé se
ukazuje, ze infekce Rhodococcus fascians moduluje metabolismus cytokinint
v A. thaliana (Depuydt et al., 2008). Bylo prokazano, ze A. tumefaciens modifikuje
biosyntézu CK vyslanim klicového enzymu do plastidii hostitelské rostliny pro podporu
tumorogeneze (Sakakibara et al., 2005). Pozoruhodnym faktem také zistava, ze
zastaveni hromadéni cytokinini u geneticky modifikovanych rostlin, které maji
nefunk¢ni cytokinindehydrogenasu 1 (CKX1, EC 1.5.99.12), vede Kk nizsi transkripci
PR-1 (Choi et al., 2010). Na druhou stranu transgenni rostliny, které nadmérné
exprimuji CKX1, vykazuji rezistenci proti infekci P. brassicae, coz naznacuje, zZe
cytokinin pusobi jako kli¢ovy faktor ve vyvoji nadorovitosti u A. thaliana (Siemens et
al., 2006). Je znamo, ze velké mnozstvi biotrofnich patogenti, na rozdil od patogent
nekrotrofnich, vytvaii cytokininy. To podporuje hypotézu, ze cytokininy pfispivaji
k obran¢ proti patogenim hlavné diky podptrnému vztahu s drahou SA. Navic bylo
zjisténo, ze transkripcni faktor ARR2, ktery je soucasti signalni drahy cytokinind, se
vzajemné ovliviiuje s transkripénim faktorem TGA3, ktery je zase dulezitou slozkou

drahy SA (Choi et al., 2010).

4.2.4 Gibereliny

Gibereliny jsou skupinou fytohormond odvozenych od kys. giberelové (GA3). Jsou to
latky s tetracyklickou strukturou a jejich tvorba probiha obecné terpenoidni drahou
v plastidech. Gibereliny jsou produkovany nejen vys§imi rostlinami, ale také houbami
a bakteriemi. Byly objeveny v plisni Gibberella fujikuroi, dilezitém patogenu ryze,
ktery sekretuje latku stimulujici dlouzivy rist ryZze a eliminujici tvorbu zrn (Kurosawa,
1926). V roce 1958 byl identifikovan giberelin A1 ve vyssich rostlinach (Phaseolus
coccineus). Pro gibereliny je typicka stimulace dlouzivého ristu stonku, bunétného
déleni aelongace bunék. Ovliviyji aktivitu amylasy v kli¢icich obilkach, ¢imz
zprostitedkovavaji  indukci kliceni. Dale gibereliny indukuji kveteni, reguluji

embryogenezi a vyvoj plodu.

Je zndmo, ze mutanti defektni ve vnimani GA vykazuji zménénou imunitni odpoved’.
Gidl mutant ryze, defektni ve vnimani GA, vykazuje zvySenou odolnost proti
houbovym patogenim (Tanaka et al., 2006). V pokusech s A. thaliana se podatilo
prokazat vzajemnou interakci signalnich drah GA a SA, JA a ET prostfednictvim tzv.
DELLA proteini. Geneticky modifikované rostliny ve ¢tyfech DELLA proteinech

s jejich snizenou expresi byly vysoce citlivé na napadeni nekrotrofnimy patogeny
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Alternaria brassicicola a B. cinerea. Na druhou stranu byly odolng&jsi proti ataku
biotrofnich patogentit Pst DC3000 a Hyaloperonospora arabidopsidis (Navarro et al.,
2008). Toto chovani bylo objasnéno transkriptomickou analyzou, pti které bylo zjisténo,
7e markerové geny regulované SA jsou indukovany rychleji a silnéji, ale transkripce
genu zavislych na JA/ET je zpomalena nebo Uplné zastavena. To naznacuje, ze DELLA
proteiny podporuji odolnost proti nekrotrofim a nachylnost k biotrofim, caste¢né
modulaci interakce mezi signalnimi cestami rostlinné obrany zprostfedkovanymi SA
a JAJET (Navarro et al., 2008). Vzhledem k tomu, ze GA stimuluje degradaci proteint
DELLA, lze vyvodit, ze GA funguje pii podpoie rezistence vuci biotrofim
a nachylnosti k nekrotrofim. DELLA proteiny také stimuluji expresi gent kodujici
antioxida¢ni enzymy katabolismu ROS, ¢imz reguluji nardst hladiny ROS pfi biotickém
nebo abiotickém stresu (Achard et al., 2008). Kromé toho aplikace SA tlumi signalni
drahu GA a jeji vliv na rast rostlin (Gallego-Giraldo et al., 2011).

4.2.5 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy jsou jedine¢nou tfidou rostlinnych hormoni, které jsou strukturalné
ptibuzné zivocisnym steroidnim hormonim. Byly poprvé nalezeny v extraktu z pylu
fepky olejky (Brassica napus). Je znamo, Ze brassinosteroidy ovliviiuji ristové
I reprodukéni procesy, stimuluji rast i déleni bunék, rast mladych vegetativnich pletiv
(epikotylu, hypokotylu, koleoptilu), indukuji kveteni, zrani plodu, kli¢eni semen, tvorbu
a rust kofent, rist pylovych lacek, podileji se na diferenciaci systému vodivych pletiv,
hraji spolu s dal§imi fytohormony zasadni roli pfi senescenci, aktivuji protonové pumpy
V bunéénych membranach, ovliviiuji fotosyntézu, asimilaci uhliku a fixaci dusiku,
podporuji produkci etylénu. Také maji vliv na abiotické stresové odpovédi u rostlin, ale
na druhou stranu je velmi malo znamo o jejich roli v reakcich na biotické stresy. (Ono et
al., 2000).

Dukazy z poslednich let naznacuji, Ze BR se podileji na regulaci obrannych reakci
rostlin. Bylo zji§téno, ze BR zvySuji u tabaku odolnost vici viru tabakové mozaiky,
P. syringae a houbovym patogentim Oidium sp.. Podobné bylo prokazano, ze BR
zvySuje rezistenci ryzovych rostlin proti infekci M. grisea a Xanthomonas oryzae
(Nakashita et al., 2003). BR indukovana rezistence vSak nevyzaduje biosyntézu SA
a aktivaci exprese PR gent, coz svéd¢i o tom, ze rezistence zprostiedkovana BR je
nezavisla na obranné signalizaci zprosttedkované SA. Bylo prokdzano, ze exogenni

aplikace 24-epibrasinolidu zabrafuje vzniku symptomi onemocnéni na rostlinach
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rajcat, které byly inokulovany Verticillium dahliae, zatimco neoSetiené rostliny
vykazovaly zavazné projevy onemocnéni (Krishna, 2003). Rostliny brambor, které byly
osetfeny BR, vykazovaly odolnost proti infekci Phytophthora infestans a tato rezistence
byla spojena se zvySenim hladin ABA a ET (Krishna, 2003). To naznacuje, ze existuje
interakce mezi BR a jinym hormondlnim signilem pii zprostfedkovani obrannych
reakci v rostlinach. Pokud jsou u rostlin naruseny signalni drahy BR, je u nich patrny
zpomaleny vyvoj. AvSak pokud se provede aplikace BR, produktivita zemédélskych
plodin se zvysi nejen v mnozstvi, ale zména bude zjevna i v kvalité. O tom, jak funguje
interakce mezi BR a SA, neni mnoho znamo (viz obr. 5). Pouziti BR potlacuje
rezistenci vyvolanou aplikaci benzothiadiazolu (BTH), analoga SA, na rostliny ryze

(Oryza sativa), z ¢ehoz vyplyva mozny vliv na signalni kaskadu SA (Huot et al., 2014).

SA

W 1 Vv 1L L
JA  ET ABA AU CK GA BR

Obr. 5 Schéma vzajemného pusobeni kyseliny salicylové a ostatnich fytohormont. Plna cara
predstavuje komplexn¢€ popsany vztah, preruSovana Cara predstavuje zatim nevyjasnénou
interakci. Sipka zna¢i podplrny vztah a tisecka vztah protichidny (pfevzato a upraveno z Janda,
2016).
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5 ANALYTICKE METODY PRO STANOVENI KYSELINY
SALICYLOVE

5.1 Priprava rostlinnych vzorki

5.1.1 Extrakce volné a vazané SA

SA je soucasti fady studii a mnoho z nich zavisi na pfesnych méfenich hladiny SA a 2-
O-B-D-glukosidu SA (neaktivni forma skladovani SA v rostlinném materidlu). VétSina
aktualnich extrakénich protokoli SA je zalozena na metodé kterou publikovali Raskin
et al. (1989). V této praci stanovovali SA ve zmijovci indickém. Pii analyze SA
v rostlinach je vytézek extrakce Casto velmi nizky a variabilni. To je zpisobené
sublimaci SA zejména pii odpafovani organikych rozpoustédel. Optimalizovany
extrakéni postup byl navrzen v praci Verberne et al. (2002), kdy bylo sublimaci SA
zabranéno pridanim hydroxidu sodného. Kuvolnéni SA z SAG se v soucasné dobé
vyuziva kyselda hydrolyza nejCastéji pfidavkem HCI a v nedadvné dobé publikovana
enzymova hydrolyza mandlovou B-glykosidasou (EC 3.2.1.21)(Lopéz-Gresa et al.,
2016).

5.1.2 SPE extrakce SA s vyuzitim nanocastic

Aktudlnim trendem v kvantitativni analyze metaboliti v biologickych matricich je
nahrazeni zdlouhavych extrakénich postupi vyuzivajicich organickd rozpustédla
metodami extrakce na pevné fazi. Pouziti SPE metod zaloZzenych na nanocasticich
zeleza poskytuje vyhodu jednoduché separace pomoci permanentniho magnetického
pole. Magnetické nanocastice oxidu Zeleza byly pouzity K extrakci napi. lidokainu
z krysi plazmy (Chu et al., 2011), estrogenu z plazmy te¢hotnych zen (Wang et al., 2012)
nebo fuchsinu z fi¢ni vody (Zargar et al., 2009). Magnetické nanocastice byly pouzity
k zakoncentrovani a stanoveni kyseliny salicylové v krevnim séru (Parham a Rahbar,
2009). Metoda pouzitd v experimentalni Casti bakalaiské prace vychazi znedavno
publikované prace (Chang et al., 2017). SA obsazena v homogenizovanych vzorcich
listd rostlin je absorbovand na nanocastice Fe30s, ze kterych je po separaci pomoci

magnetu desorbovana roztokem acetonitril-hydroxid amonny.

5.2 Metody kvalitativni analyzy
V minulosti byly vyuzivany pfevazné¢ metody kvalitativni analyzy, napt. pro detekci

kyseliny salicylové a jejich metabolitd v moci nebo pro analyzu falSovaného aspirinu,
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kterd je zaloZena na reakci kyseliny salicylové s bromovou vodou a tvorbé srazeniny

(Watson, 1916).

Pro tuto bakalaiskou praci jsou dulezité poznatky tykajici se metod kvantitativni

analyzy.

5.3 Metody kvantitativni analyzy
5.3.1 Spektralni metody

Jejich principem je vyména energie mezi latkou a zafenim. Zékladni rozdé€leni téchto
metod je na metody emisni, zalozené na méfeni zafeni vysilaného vzorkem (plamenova
fotometrie, plamenova spektrofotometric a plamenova spektrografie), metody
absorp¢ni, sledujici pohlcovani zafeni vzorkem (kolorimetrie, fotometrie,
spektrofotometrie a atomova absorpéni spektrofotometrie), a na metody luminiscenéni,

které jsou velmi citlivé (fluorimetrie, laserem indukovana fluorimetrie, luminometrie)

5.3.1.1 Stanoveni kyseliny salicylové spektralnimi metodami

Velmi jednoduchy a spolehlivy postup pro spektrofotometrické stanoveni SA ve vzorku
je zalozen na tvorbé komplexu SA s FeCls, ktery ma fialové zbarveni a jehoz intenzitu
lze spektrofotometricky kvantifikovat pti 540 nm. Pouzitelnost této metody pro
stanoveni SA V rostlinném vzorku byla potvrzena u listii eukalyptu s pouzitim vody jako

rozpoustédla pro extrakci SA (Warrier a Vineetha, 2013).

Mezi historické metody vyuzivané pro detekci kyseliny salicylové a jejich metabolittl
v moci lze uvést metodu Levyho a Procknala. Zjednodusené lze jeji postup popsat jako
smichani moc¢i s HCl a CCls, protiepani, oddéleni organické faze a ptidani roztoku
Fe(NOz)3-9H20. Opétovna centrifugace a méfeni absorbance vodné faze pii 530 nm
(Levy a Procknal, 1968). Tato metoda byla zrychlena a vylepsena Faridem. Mezi hlavni
rozdily Faridovy metody patii vétsi objem organické faze, je tedy eliminovan jeden
centrifugacni krok, a také proto je Cas potiebny pro tuto metodu polovicni. Navratnost
uvazované oralni davky salicylatu sodného v moc¢i byla 1054 %, plvodni
neoptimalizovanou metodou byl vysledek 127,9 %. Pouziti techniky dvojité extrakce
s kazdym organickym rozpoustédlem zajiStuje lepSi navratnost a tim 1 pfesnéjsi

vysledky (Farid, 1975).

Dalsi jednoduchd metoda, kterd byla v nedavné dobé publikovana, je zaloZena na

reakci SA s nanocasticemi TiO2. Dochazi k navazani SA na povrch nanocastic, kdy
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vznikd intenzivni zluté zbarveni pii pH 5,5 v zavislosti na koncentraci SA. Kvantifikaci
lze provést spektrofotometricky pii 420 nm. Rozsah této metody je od 0,02 do 1,0
mmol-1? a detekéni limit je 15,4 pmol-I" Tato metoda zatim nebyla potvrzena dal§imi

autory (Tseng et al., 2014).

5.3.2 Chromatografické metody

Tyto metody lze rozdélit na kapalinovou, plynovou, gelovou permeacni, iontovou
chromatografii a chromatografii na tenké vrstvé. V této praci bude blize pfiblizena

chromatografie kapalinova a plynova, které jsou vyuzivany pro analyzu SA.

5.3.2.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie patfi mezi velmi u¢inné separacni metody. Poprvé byla
pouzita M. S. Cvétem, kterému se podafilo separovat pigmenty nachdzejici se
u zelenych rostlin. Pouzil kolony s kiidovou, sacharosovou a aluminiovou naplni (Cv¢ét,
1905). Principem téchto metod je rozdé€leni analytu mezi stacionarni a mobilni fazi.
Mobilni faze unési slozky vzorku a obtékd fazi stacionarni, opakované se ustanovuje
rovnovaha. V dneSni dobé se nejCastéji pouzivda vysokoucinnd kapalinova

chromatografie (HPLC), nebo ultravysokotéinna kapalinova chromatografie (UHPLC).

Detektory mohou byt napt. spektrofotometrické, fluorimetrické, elektrochemické
a Vv posledni dob¢ nejcitlivéjsi detektory hmotnostné spektrometrické, které se fadimezi
fyzikalné-chemické analytické metody vyuzivajici elektrické a magnetické pole
k oddéleni ¢astic s nabojem Kk urceni jejich hmotnosti. V principu jde o ionizaci analytu
a oddéleni vzniklych iontd podle poméru jejich hmotnosti a elektrického naboje

v magnetickém nebo elektrickém poli (Vidova et al., 2008).

HPLC spolu s fluorescen¢ni detekci nabizi vysokou citlivost, coz je velmi ptiznivé
a Siroce pouzivané pii detekci SA (Venema et al., 1996). Jednim z omezeni pouZiti
metody HPLC separace s fluorescen¢ni detekci pro analyzu SA je vSak ruseni
zpiisobené piitomnosti riznych fluorescencnich sloucenin v pomérné vysokych
koncentracich v rostlinnych extraktech (Bowling et al., 1994). Dal§im problémem muze
byt relativné dlouha doba eluce (pfiblizn¢ 30 min.). Pouziti vysoce ucinné
iontoménic¢ové chromatografie komplexu SA s Fe** snizilo celkovou dobu analyzy na
15 min. s limitem detekce (LOD) 5 ng-g? &erstvé hmotnosti (Rozhon et al., 2005).
Dalsi moznosti je vyuziti HPLC v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii

s limitem detekce 1,45 nmol-I" a rozsahem detekce 3,6-362 nmol-I" (Li et al., 2011).
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5.3.2.2 Plynova chromatografie

Principem této separacni metody je rovnovazné rozdéleni slozek vzorku mezi dvé faze,
plynnou (mobilni) a kapalnou nebo tuhou (stacionarni). K separaci dochazi v plynné
fazi a je vhodna hlavné pro organické a anorganické t¢kavé latky, které se ovSem nesmi
pii vypafovani rozkladat. Pouzivd se mnozstvi detektorii, mezi nejpopularnéjsi patii
plamenovy ionizacni, elektronového zachytu nebo tepeln¢ vodivostni. Déle se také
vyuziva ve spojeni Shmotnostnim spektrometrem obdobné jako chromatografie

kapalinova.

Vysoko ucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) a plynova chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) jsou dvé bézné pouzivané metody pro
kvantifikaci SA (Malamy a Kilessig, 1992). GC/MS je technikou, ktera byla b&ézné
pouzivana ke kvantifikaci SA ve vzorcich rostlin. Je vysoce citlivd, robustni
a automatizovana. Yamamoto et al. (1994) byli schopni detekovat a kvantifikovat
ptirozené se vyskytujici SA v ryzi derivatizaci SA na methylovany SA (Yamamoto et
al., 1994). Omezeni GC/MS vsak spociva v potiebé dalsiho kroku, konkrétné purifikace
vzorku, pouziti iontoméni¢ové chromatografie nebo SPE na reverzni fazi za celem
snizeni slozitosti vzorku a odstranéni lipidi a chlorofylu (Engelberth et al., 2003). Tento
nezbytny dalsi krok zvySuje celkovy Cas analyzy a snizuje moznost dal§iho pouziti

vzorku.

Identifikace mutant deficientnich v akumulaci SA z mutovanych populaci byla
prokazana jako Uuc¢inny zpusob, jak studovat mechanismy SA biosyntézy
nebo signalizace. V dosud nejrozsahlejsi mutantni screeningové studii byla SA
kvantifikovana v piiblizné 4 500 individualnich rostlinach A. thaliana metodami
zalozenymi na HPLC (Nawrath a Metraux, 1999). Nicméné¢ za ucelem identifikace
genetickych slozek, které se podileji na biosyntéze nebo signalizaci SA, je tfeba zvysSit
populaci pro screening mutantii. Proto je potfeba vyvinout vysoce vykonnou metodu

s niz§imi naklady a ¢asovymi naroky na kvantifikaci SA.

5.3.3 Analyza SA s vyuzitim biosenzoru

Huang et al. (2006) vyvinuli transgenni bakterii Acinetobacter sp. ADPWH_lux, jako
biosenzor pro kvantifikaci SA. Tento kmen pochazi z Acinetobacter sp. ADP1
a obsahuje chromozomalni integraci salicylatem indukovatelného lux-CDABE operonu,

ktery poskytuje jak substrat, tak enzym potiebny procitlivou luminiscenéni detekci SA.
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Produkuje bioluminiscenci v reakci na salicylaty vcéetné SA, methyl-SA a syntetické
derivaty SA jako napiiklad kyselinu acetylsalicylovou (Aspirin). Dobie korelované
vysledky ziskané biosenzorem a metodou GC/MS na tabakovych listech infikovanych
TMV naznacuji, ze biosenzor je vhodny pro kvantifikaci SA jednoduchym, levnym
a rychlym zptisobem. Detekéni rozsah této metody je 0,1—400 pmol-I" a limit detekce je
0,1 umol-It. Je tfeba zddraznit, e neni komeréné dostupny a je potfeba pracovat
Vv laboratofi, kde je schvalena prace s geneticky modifikovanymi organismy. V tab. 1 je

uvedeno srovnani v posledni dobé publikovanych metod pro detekci SA.
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Tabulka 1. Rizné detekéni systémy pro Kyselinu salicylovou

Cas

Rozsah

Limit

Metoda Detekéni systém reakce | detekce | detekce Vzorek Zdroj
- Acinetobacter 2h 0,1-400 0,1 - Huang et
Luminiscence | o, ADPWH lux | 37°C | wmol-1 | umol 1t | 12PAKISEY | o) "o006
o o 15h 0,4-400 0,4 Okurka Wang et
Mysiprotildtky | 370¢ | imol-? | pmol-1* listy al., 2002
. Parham a
Absorbance MIONS-baied 5 min. 0,18-9,9 39,8 . K’revm Rahbar,
SPE/UV pumol-1 nmol-1 sérum 2009
TiO2 NPS/UV' | 5 min, 2;?31_011919? . 14 | Tabakisty | 1509 %
HF-LLLME- 30 0,14-14 0,3 Kokos Wu a Hu,
HPLC-UV!# min. | pmol-1? | nmol-1? mléko 2009
0,695-
LE-MEKC-UV! | 1h 1,56 58 | Boyt - Gaoetal,
mmol- 1L pmol-1 barvitsky 2010
Soxhlet .
extraction- SPE- | 4h 14’5_72? 3,86 . | Tabak listy Xieetal,
CE™ umol-1 umol-1 2010
Chromatoarafie SPE-HPLC- 1h 3,6-362 1,45 Semena Lietal.,
g ESI-MS/MS ¥ nmol-1? | nmol-1? fepky 2011
LE-MEEKC- 0,72-36,2 86,9 - Chen et
W Lo mol 1T | nmol-1t | Tabaklisty |5 "5017
MS-LLLME- 50 ééz‘r’o 0,362 O}iaﬁfg’a Huang et
CE-UVH min. amol -1 nmol-1? kapusta al., 2014
MIONSs-based 40 0,01-100 3.8 Tabak listy, Chang et
SPE-MEKC- min RE! IRE! mast a | 2
sk . Umo nmo . al., 2017
uv Sampon

* Extrakce pevnou fazi — spektrofotometrické stanoveni SA s vyuzitim nanocastic oxidu Zeleza
jako extrakéniho materialu — UV detekce

TKolorimetrické stanoveni SA s vyuzitim nano¢astic oxidu titani¢itého

* Mikroextrakce kapalina-kapalina-kapalina pomoci dutého vlikna — vysokot¢inna kapalinova
chromatografie — UV detekce
¥ Vyména ligandu — micelarni elektrokineticka chromatografie — UV detekce
* Extrakce na Soxhletové piistroji — SPE — kapilarni elektroforéza
T Exktrakce pevnou fazi — vysokou¢inna kapalinova chromatografie — tandemova hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
H'Vyména ligandu — mikroemulzni elektrokineticka kapilarni chromatografie — UV detekce

% Mikroextrakce kapalina-kapalina-kapalina pomoci membrany v kombinaci s aniontové
selektivni kapilarni elektroforézou — UV detekce

Hkk
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6 EXPERIMENTALNI CAST
6.1 Material a chemikalie
6.1.1 Pouzité chemikalie

e Aceton (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Acetonitril (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Agar (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Akrylamid (Bio-Rad, USA)

e Bisakrylamid (MP Biomedicals, USA)

e Borohydrid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Bromfenolova modi (Acros Organics, Belgie)

e Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad, USA)

e Cyklohexan (Lachema, Ceska republika)

e Dihydrat dihydrogenfosforecnanu sodného (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Dihydrogenfosforecnan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Ethyl-acetat (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Glycin (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Hexahydrat chloridu Zelezitého (Acros Organics, Belgie)

e Hexahydrat chloridu Zeleznatého (Penta, Ceska republika)

e Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Hydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Hydrogenuhli¢itan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

e Hydroxid amonny (Lach-Ner, Ceska republika)

e Hydroxid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

e Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

e Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceské republika)

e Isopropoxid titanu (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Kyselina 4-aminosalicylova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina citronové (Lachema, Ceska Republika)

Kyselina dusi¢na (Lach-Ner, Ceské republika)

Kyselina chlorista (Lachema, Ceska Republika)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina salicylova (Penta, Ceska republika)

MES hydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methanol (Lach-Ner, Ceské republika)

MS médium s vitaminy (Duchefa, Nizozemsko)

N, N, N', N'- tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich, Némecko)
n-butanol (Lach-Ner, Ceské republika)
N-N’-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Octan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Peroxid vodiku (Lach-Ner, Ceska republika)

Persiran amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ponceau S (Merck, Némecko)

Primarni protilatka: krali¢i polyklonalni anti-4-ASA (Agrisera, Svédsko)
Sacharosa (Sigma-Aldrich, Némecko)

SAVO (Unilever, Ceska republika)

Sekundarni protilatka: kozi proti kralicim IgG znacena kienovou peroxidasou
(Sigma-Aldrich, USA)

SERVALight EOS Luminol Solution Reagent A (Serva, Némecko)
SERVALight EOS Peroxide Solution Reagent B (Serva, Némecko)
Susené nizkotu¢né mléko (AppliChem, Némecko)
Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (MP Biomedicals, Francie)
Tween-20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

Uhligitan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Vajeény albumin (Lachema, Ceska Republika)

B-glykosidasa (Sigma-Aldrich, Némecko)
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6.2 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

e Centrifuga 6K15 (Sigma, Némecko)

e Centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie)

e Centrifuga Rotanta 460R (Schoeller)

e Digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko)

e Digitalni ptredvazky (KERN, Némecko)

e Dokumentac¢ni zatizeni Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)

o Elektroforeticky systém Mini PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
e Elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko)

e Rotaéni odparka Concentrator plus (Eppendorf, Ceské republika)
e Chemiluminiscen¢ni scanner (LI-COR, USA)

e Koncentrator TurboVap LV (Biotage, Svédsko)

e Michacka magneticka (IKA, Némecko)

e Mikrodestickovy spektrofotometr Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)
e Mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko)

e Nitrocelulosova membrana 0,45 um (Bio-Rad, USA)

e Tiepacka Bio Shaker 30 (Biosan, Litva)

e Tiepacka vortex V-1 Plus (Biosan, Litva)

e Viahy Denver Summit (Biolink)

e Vortex (Stuart, UK)

e Zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA)

6.3 Rostlinny material

e Listy S. lycopersicum cv. Micro-tom

e Listy S. lycopersicum cv. Micro-tom mutant nahG
6.4 Pouzité metody

6.4.1 Priprava roztoki a pufri

6.4.1.1 Agarové médium pro kultivaci rostlin

Na pfipravu 1 | agarového média bylo navdzeno 4,3 g MS média s vitaminy, 10 g

sacharosy a 0,195 g MES. Nasledn¢ bylo upraveno pH na 6,1 pomoci 1 M KOH
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a doplnéno do 1 1 destilovanou vodou. Na 500 ml bylo navéazeno 3,5 g agaru a roztok

byl autoklavovan. Takto ptfipraveny agar byl uchovéavan lednici.

6.4.1.2 Roztoky pro SDS-PAGE

e Elektrodovy pufr — navazky 6,05 g Tris, 28,82 g glycin, 2 g SDS, pH 8,3,
rozpus$téno v objemu 2 | deionizované vody

e Akrylamid-N,N"-methylenbisakrylamid — navazky 30 g akrylamid, 0,8 g N,N’-
methylenbisakrylamid, objem 100 ml

e n-butanol nasyceny vodou — smichano 5 ml vody a 50 ml n-butanolu

e Vzorkovaci pufr — 2,5 ml 0,5 M Tris/HCI, 4 ml 10% SDS, 2 ml glycerolu, 2 mg
bromfenolové modii, 0,31 g dithiothreitolu, objem 10 ml

e 0,5M Tris/HCI, pH 6,8 — navazka 3 g Tris rozpusténo v objemu 50 ml deionizované
vody

e 15 M Tris/HCI, pH 8,8 — navazka 36,3 g Tris rozpusténo v objemu 200 ml
deionizované vody

e 10% persiran amonny — navazka 0,1 g rozpusténo v objemu 1 ml deionizované vody

e 10% SDS — navazka 10 g SDS rozpusténo v objemu 100 ml deionizované vody

6.4.1.3 Roztoky pro Western blotting

e Ponceau S — navazka 0,2 g Ponceau S rozpusténo v objemu 10 ml kyseliny octové
a 90 ml deionizované vody
e Blotovaci pufr pH 8,3 — navazky 3,025 g Tris, 14,41 g glycinu rozpusténo ve 200 ml

methanolu a doplnéno deionizovanou vodou na objem 1 |

6.4.1.4 Roztoky pro imunochemickou detekci

e 1% susené mléko — navazka 1 g suseného nizkotu¢ného mléka rozpusténé¢ho ve 100
ml TBS

e TBS pH 7,5 — navazky 4,84 g Tris, 58,44 g NaCl a dopInéno deionizovanou vodou
na objem 2 |

e Tweenv TBS-0,5ml Tween-20v 11 TBS

6.4.1.5 Roztoky pro ELISA
e PBS pH 55 — navazky 1,81 g Na:PO4.12H,0, 0,203 g NaH-PO.2H,0 a 0,85 g

NaCl rozpusténo v deionizované vodé o objemu 100 ml
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e PBS-T —navazka 50 mg Tween 20 rozpsténo v PBS 0 objemu 100 ml

e Potahovaci pufr

Bylo navazeno 0,35 g Na>COs a 0,84 g NaHCOs3, tyto navazky byly rozpustény
Vv deionizované¢ vodé¢ a pH bylo upraveno pomoci NaOH na 9,8. Na zavér bylo

deionizovanou vodou doplnéno na objem 100 ml.
¢ Blokovaci ¢inidlo

Byl navézen 1 g sérového albuminu a rozpustén ve 100 ml deionizované vody.
e Substrat pro detekéni HRPX reakci

Nejprve byl pfipraven acetatovy pufr navazenim 0,96 g kyseliny citronové a 0,41 g
octanu sodného. Tyto navazky byly rozpustény v deionizované vody, pH bylo upraveno
NaOH na 4,9 a doplné€no na objem 100 ml deionizovanou vodou. Dale bylo navazeno
10 mg tetramethylbenzidinu, rozpusténo v 1 ml DMSO a nafedéno acetatovym pufrem

v poméru 1:100. Pted pouzitim bylo ptidano 20 pl 30% peroxidu vodiku.

6.4.2 Péstovani rostlin

Semena rajCete S. lycopersicum cv. Micro-Tom a mutantu nahG byla v menSim
mnozstvi rovnomérné vyseta po kvétina¢i podlouhlého tvaru. Kvétinace, ve kterych
byly rostliny péstovany, obsahovaly zahradnicky substrat a byly uchovavany pfi teploté
25°C ve fytotronu. Pro pfipravu extraktd byly vyuzity listy 60dennich rostlin

péstovanych ve fytotronu.

6.4.2.1 In vitro sterilni kultivace semenac¢ki S. lycopersicum

Semena byla nejprve sterilizovana 20 min. v 3% chlornanu sodném a poté 10x
proplachnuta destilovanou vodou. Do Petriho misek bylo nalito zahraté agarové
médium a pinzetou byla sterilizovand semena pfenesena na ztuhly agar. Na jednu
Petrino misku bylo vysazeno 10 semen, 2 dny byly inkubovany ve tmé pii 25°C

a nasledné pfeneseny do fytotronu. Sklizeny byly 7denni a 10denni klicky.

6.4.3 Priprava extrakt pro analyzu SA
6.4.3.1 SPE extrakce SA na nanocastice Fe3O,

Pro ptipravu nanocastic bylo na 20 ml destilované vody navazeno 2,24 g FeCl3.6H20

(vysledna koncentrace 0,45 mol-1?) a 0,64 g FeCl..6H,O (vysledna koncentrace 0,15
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mol-1?). Roztok byl probublavan 10 min. dusikem a za stalého michani zahiivdn na
80°C. Pomalu byl piidavan NHsOH o koncentraci 5 mol-1? az do vzniku &erného
precipitatu. Po vychladnuti byl roztok pomoci magnetu 3x promyvan destilovanou

vodou a 1x acetonem. Srazenina byla susena po dobu 12 h pii 50°C.

Schopnost nanocastic vazat kyselinu salicylovou byla testovana nasledovné. Byla
piipravena kalibracni fada roztokti SA o koncentracich 0; 10; 20; 50; 100; 150; 200
a250 pg'ml?t, do kazdého bylo pfidano 0,05 g nanodastic. Roztoky obsahujici
nanocastice se nechaly 10 min. protiepavat a nasledné¢ 15 min. centrifugovat pti 12 000
xg. Supernatant byl separovan pomoci magnetu a odlit. K pelletu nanoc¢éstic byl piidan
1 ml desorpéniho roztoku (methanol a NH4OH v poméru 6:4) a nechal se inkubovat 30
min., tento krok byl jesté jednou opakovan. Po ukonceni druhé inkubace byl supernatant
separovan pomoci magnetu a piepipetovan do 2ml mikrozkumavky, odpaien do sucha
na trepacce vyhiivané na 80°C nebo na rotacni vakuové odparce pii teploté 60°C pro
porovnani stability SA pii vyssich teplotach. Pro analyzu byl odparek rozpustén v 1 ml
destilované vody. Obsah SA v jednotlivych standardech po odpafeni byl kvantifikovan

pomoci tvorby komplexu s FeCls.

Vzorky listl byly zamrazeny v tekutém dusiku a rozetfeny na prasek v tfeci misce,
nasledné byl vzorek pienesen do zkumavky a zvazen. Hmotnost listi se pohybovala
okolo 0,5 g. Pridala se suspenze obsahujici nanocastice Fe3Os, piipadné standard SA
avzorek se nechal 10 min. protiepavat a nasledné 15 min. centrifugovat pii 12 000 xg.
Supernatant se odseparoval pomoci magnetu a odlil. K pelletu nanocastic se ptidal
desorp¢ni roztok (methanol a NH4OH v poméru 6:4) a nechal se inkubovat 30 min.
Tento krok byl proveden 2x. Spojené supernatanty se separovaly opét pomoci magnetu

a nechaly odpafit na rotacni odparce do sucha (Chang et al., 2017).

6.4.3.2 Extrakce SA podle Verberne et al. (2002)

V prvnim kroku bylo 0,5 g vzorku listli rozetfeno v tekutém dusiku na jemny prasek.
Dale byl pfidan 1 ml 90% methanolu, vzorek byl 1 min. vortexovana a 5 min.
sonikovan na ultrazvukové 1azni. Nasledné byla centrifugovana 15 min. pii 15 000 xg.
Supernatant byl pfenesen do Cisté mikrozkumavky. K pelletu se pridalo 0,5 ml 100%
methanolu a opét byla smés sonikovéana a centrifugovana. Supernatant se ptridal k prvni
frakci, ke které se ptidalo 10 ul NaOH o koncentraci 0,2 mol-1". Tato smés byla

odparena do sucha na rotacni vakuové odparce. Odparek se nechal rozpustit ve 250 pl
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5% kyseliny trichloroctové a nasledné byla dvakrat provedena extrakce 800 ul roztokem

ethylacetatu a cyklohexanu 1:1.

K analyze volné SA se ke spojenym organickym vrstvam ptidalo 60 pl acetatové
pufru o pH 5,5 a organické faze se nechal odpafit na rota¢ni vakové odparce pfi teplote

40°C.

Pro analyzu glukosidu kyseliny salicylové se k vodni fazi po extrakci ptidalo 300 pl
HCI o koncentraci 8 mol-1? a vzorek byl zahiivan 1 h pii 80°C. Po ochlazeni byla
provedena dvojitd extrakce roztokem ethylacetatu a cyklohexanu v poméru 1:1
0 objemu 800 pl. Ke spojenym organickym vrstvam se ptidalo 60 pl acetatového pufru

o pH 5,5 a na rota¢ni vakuové odparce bylo odpatena organicka faze.

6.4.3.3 Extakce podle Lopéz-Gresa et al. (2016)

Vzorky listi o hmotnosti 0,5 g byly rozetfeny v tekutém dusiku na jemny prasek,
nasledné se ke kazdému ptidalo 1,5 ml 100% methanolu a dale se homogenizovalo.
Extrakt byl pfenesen do 2ml mikrozkumavky a sonikovén na ultrazvukové lazni po
dobu 10 min. Néasledné probé¢hla centrifugace vzorku 15 min. pii 15000 xg. Do 2
¢istych mikrozkumavek bylo odebrano po 0,5 ml supernatantu a odpaieno v proudu

dusiku pii 40°C.

Vzorek v prvni zkumavce byl rozpustén v 900 ul acetatového pufru (0 koncentraci
50 mmol 1t a pH 4,5) se 100 ul destilované vody pro analyzu volné SA. Vzorek ve
druhé zkumavce byl rozpustén v 900 pl (o koncentraci 50 mmol 17 a pH 4,5) se 100 ul
destilované vody obsahujici 10 U B-glykosidasy (EC 3.2.1.21) pro analyzu celkové SA.
Smés v druhé zkumavce byla inkubovana pii 37°C pifes noc. Nasledujici den byla
reakce zastavena piidavkem 5 pl kyseliny chloristé (vysledna koncentrace 5 %). Dale
byl vzorek vortexovan a inkubovan 1 h pii 4°C v lednici. Po ukonceni inkubace byl
centrifugovan 15 min. pii 15000 xg a cely objem supernatantu prenesen do 5ml
zkumavky. Bylo pfidano 2,5 ml extrakéniho ¢inidla (cyklohexan/ethylacetat 1:1).
Organicka vrstva byla odebrana do Cisté zkumavky a odpafena do sucha v proudu
dusiku pii 40°C.
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6.4.4 Spektrofotometrické stanoveni kyseliny salicylové

6.44.1 Metoda zaloZena na tvorbé komplexu SA a FeCls

Byla pfipravena fada roztokl kyseliny salicylové ve vod¢ o koncentracich 0; 10; 20; 50;
100; 150; 200 a 250 ug-ml™t. Déle byl pfipraven zasobni roztok 5% FeCls. Jednotlivé
koncentrace byly v triplikatech pipetovany na mikrodestiCku ve 200 pl objemech,
nasledné byl pfidan 10x ziedény zasobni roztok FeClz o objemu 50 pl do kazdé jamky

a byla méfena absorbance pii 540 nm.

6.4.4.2 Stanoveni kyseliny salicylové metodou TiO>

V prvnim kroku byly syntetizovany nanocastice TiO2. Do 60 ml destilované vody bylo
pomalu za michani pfiddvano 375 pl koncentrované kyseliny dusi¢né. Za intenzivniho
michani na michacce se pomalu pfidavalo 10 ml isopropoxidu titanu a vznikla bila
srazenina. Roztok byl zahtfivan na 80°C a michén dalSich 8 h. Postupné dochazelo ke
tvorbé solu a poté koloidniho roztoku. Vznikl koloid TiO2 o piedpokladané koncentraci
240 pmol 17,

Pro samotnou analyzu SA byla pfipravena kalibra¢ni fada standardi o koncentracich
0; 10; 25; 50; 100; 250; 500 a 1000 pmol-1t. Do 1,5 ml mikrozkumavek bylo
napipetovano 100 pl jednotlivych standardi, ke kazdému byl piidan roztok TiO2 10x
ziedény v acetatovém pufru o pH 5,5. Vzorky byly promichany na vortexu, néasledné

inkubovany 5 min. pfi laboratorni teplot¢ a jejich absorbance byla méfena pii 420 nm.

6.4.5 Syntéza konjugatu SA s ovalbuminem a albuminem (4-ASA-
OVA a 4-ASA-BSA)

Bylo navazeno 55 mg kyseliny 4-aminosalicylové (4-ASA) a rozpusténo v 1,43 ml
acetonitrilu a 0,14 ml destilované vody. Za stalého michani bylo po kapkéch ptidavano
0,15 ml roztoku glutaraldehydu (mnozstvi 2,5 mmol v 0,29 ml acetonitrilu). Tato
reakéni smés byla michana dalsich 30 min. Za stdlého michani byla reakéni smés
pfidana do roztoku ovalbuminu nebo hovéziho sérového albuminu (0,1 g OVA/BSA
v 10 ml destilované vody). Bylo opraveno pH na 6,0 s pouzitim Na,COs 0 koncentraci
2 mol-1"t a smés byla michana dal$ich 60 min. Za stdlého michani bylo béhem 30 min.
po malych mnoZstvich pfiddno 100 mg Na(BH4) a nasledovalo dalSich 30 min. michani.
Reakéni smés byla pfes noc dialyzovana ve fosfatovému pufru o koncentraci 0,1 mol-1™

a pH 7,2 pti 4°C. Vzorky byly rozpipetovany na alikvoty a uchovavany v mrazéku.
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6.4.6 Metoda SDS-PAGE elektroforézy

K nafedénym vzorkiim proteinti (albuminu a ovalbuminu) a k derivatim 4-ASA-OVA
a 4-ASA-BSA byl ptidan vzorkovaci pufr v poméru 1:1. Tyto roztoky byly promichany
na vortexu a umistény na 5 min. do termobloku nastaveného na teplotu 95°C. Poté byly
vzorky ochlazeny v ledové lazni a dale byla provedena centrifugace trvajici 5 min. pii
laboratorni teploté¢ a 6000 xg. Po ukonceni centrifugace byly vzorky pfipraveny

k nanaseni do jamek gelu.

Byl pfipraven 10% délici gel a 4% zaostfovaci gel. Polymerace byla zahdjena
pfidanim persiranu amonného. D¢lici gel byl pfipraven jako prvni a pro vyrovnani
hladiny pievrstven n-butanolem. Po ztuhnuti délicitho gelu byl n-butanol odsat
filtra¢nim papirem a byl nandSen gel zaostfovaci, ve kterém byly vytvofeny jamky
pomoci hiebinku. Po ztuhnuti gelu zaostfovaciho byla skla s gely pienesena do

elektroforetické komurky s elektrodovym pufrem.

Vzorky byly nanaSeny po 10 pl na jamku. Dé¢leni proteinli v zaostfovacim gelu
probihalo p#i konstantnim napéti 120 V, v délicim gelu bylo napéti zvyseno na 180 V.
Po doputovani zéony bromfenolové modfi na troven dolniho okraje skla elektroforéza

bézela dalSich 45 minut a nésledné byla komirka od zdroje odpojena.

Po ukonceni elektroforézy a vyjmuti geli byly proteiny vizualizovany inkubaci asi
30 min. ve fixa¢nim roztoku a poté inkubaci pfes noc s barvicim roztokem Coomassie
Blue G-250. Po odliti

v odbarvovacim roztoku po dobu cca 2 h. Gel byl omyt deionizovanou vodou a focen

barviciho roztoku byly gely opakované inkubovany

ptistrojem Gel Doc EZ Imager.

Tab. 2 Slozeni déliciho a zaostfovaciho gelu, objemy konkrétnich slozek jsou uvedeny v ml.

TrisHCI 1,5 | TrisHCI 0,5
AA/BIS Lo L 10% 10%
Typ gelu 30%/0,8% m0181 8’ pH m0161 8’ pH | H0O SDS TEMED APS
Délici 10% 3,4 2,5 - 3,8 0,1 0,01 0,07
Zaostiovaci 13 . 25 59 | 02 | 002 | 012
4%
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6.4.7 Western blot

Gely po ukonceni elektroforézy, které nebyly pouzity pro detekci proteind v gelu, byly
pouzity pro pfenos proteinil z gelu na membranu. V prvnim kroku byla vystfizena
nitrocelulosovd membrana zhruba o velikosti gelu. Membrana a vSechny dalsi potieby
pro blotovani jako je gel, filtracni papiry a porézni houbicky byly pfed skladanim
inkubovany nejméné 10 min V blotovacim pufru. Dale byly potifebné komponenty
skladany na cernou stranu blotovaci kazety v nasledujicim potadi: porézni houbicka,
filtracni papir, gel, membrana, filtracni papir a porézni houbicka. Kazeta byla uzaviena
a nasledné vlozena do blotovaci komurky, do které se nalil blotovaci pufr. Uzavielo se
viko, celd aparatura byla vlozena do lednicky a pfipojena ke zdroji proudu. Velikost
potfebného proudu byla spoéitdna na zakladé velikosti membrany (na 1 cm? piipada 0,8
mA). Pfenos proteinli na membranu probihal pfes noc. Po jeho ukonéeni byla
membrana vyjmuta z kazety a pfenos proteint kontrolovan barvenim roztokem Ponceau
S. Poté byla pro odbarveni membrana oplachnuta deionizovanou vodou a dale pouzita

pro imunochemickou detekci.

6.4.8 Imunochemicka detekce proteinii na membrané

Na zacatku byl pfipraven 5% roztok susené¢ho mléka v TBS, ktery byl pouzit pro
blokaci membrany. Blokace byla provadéna inkubaci membrany v tomto roztoku po
dobu 2 h. Po ukonéeni inkubace byla membrana dvakrat promyta roztokem Tweenu
v TBS o0 objemu 50 ml a to po dobu 10 min. Po dikladném promyti byla inkubovana
2h s 3 pl primarni protilatky (krali¢i polyklonalni anti-4-ASA) v 30 ml 1% roztoku
susen¢ho mléka v TBS-T (fedéni 1:10000). Dale bylo provedeno dvojité promyti
v 50 ml roztoku Tweenu v TBS po dobu 10 min. a nasledné byla membrana inkubovana
s 3 ul sekundarni protilatky (kozi proti kralicim IgG znacené kienovou peroxidasou) ve
30 ml 1% roztoku suseného mléka (fedéni 1:10000). Membrana byla inkubovana pies
noc a nasledujici den byla dvakrat promyta stejné jako v krocich uvedenych vysSe.
Membrana byla umisténa na podlozku a bylo na ni napipetovano 6 ml roztoku, ktery
obsahoval SERVALight EOS Luminol Solution Reagent A a SERVALight EOS
Peroxide Solution Reagent B v poméru 1:1. Vznikly chemiluminiscen¢ni signal byl

zachycen chemiluminiscen¢nim scannerem.
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6.4.9 Neprima kompetitivni ELISA

ELISA je vdnes$ni dob¢ fazena mezi nejbéznéjsi imunoanalyzy v biochemickych
laboratofich. Jeji specifi¢nost a citlivost je srovnatelnd s radioimunoanalyzou, ale jeji
enzymem konjugovanym se sekundarni protilatkou (alkalicka fosfatasa, kienova

peroxidasa).

Vsechny kroky byly provedeny pii 37°C. Na zacatek bylo provedeno potahovani
desticek. Do jamek 96jamkové mikrotitraéni desticky byl nanesen objem 100 ul
derivatu 4-ASA-OVA nebo 100 ul 4-ASA-OVA a potahovaciho pufru v poméru 1:1.

Desticky byly inkubovany ptetazené parafinovou folii na tfepacce pies noc.

Nasledujici den byly desticky promyty 3x 200 pl PBS a nechaly se volné vyschnout
na vzduchu. Poté se do jamek pipetovalo 300 pl blokac¢niho roztoku BSA a blokace
probihala 60 min. pfi laboratorni teploté. Po skonceni inkubace byl obsah desticek vylit

a jamky byly proplachnuty 3x 200 pl PBS.

Pfed stanovenim hladiny SA v rostlinném materialu byla vytvofena kalibracni
kiivka. Nejprve byla pripravena fada standardii SA o koncentracich 0; 0,4; 1; 2; 3;4a5
ng-ml?t, Ke standardim byla pfidana v poméru 1:1 primarni polyklonalni protilatka
anti-4-ASA v fedéni 1:7500 a standardy s protilatkou byly 2h inkubovany na tiepacce.
Nasledné bylo 100 pl kazdého vzorku pfeneseno do jamek ptipravené ELISA desti¢ky
s navazanym konjugatem. Inkubace probihala 2 h na tfepacce, poté byl obsah desticek
vylit a jamky byly proplachnuty 3x 200 pl PBS-T. Do kazdé jamky bylo ptfidano 100 pl
roztoku sekundarni protilatky (kozi proti kralicim IgG znacena kienovou peroxidasou).
Inkubace probihala 1 h na tfepacce, poté byl obsah opét vylit a jamky byly proplachnuty
3x 200 pl PBS-T. Do kazdé jamky bylo ptidano 100 pl detekéniho roztoku
tetrametylbenzidinu. Reakce pozorovana jako vyvoj modrého zbarveni byla po 15 min.
zastavena piidavkem 50 pl H2SOs o koncentraci 2 mol-1. Absorbance byla méfena pti
450 nm.

Pfi méfeni hladiny SA v rostlinnych vzorcich byly pouzity extrakty pfipravené tfemi
riznymi extrakénimi postupy (viz kapitola 6.4.4). Jednotlivé extrakty byly odpaieny
rota¢ni vakuovou odparkou pfi teploté 45°C a rozpustény v roztoku obsahujicim 50 ng
SA v 50 pul. Dale byl postup totozny jako v piipadé méteni kalibrac¢ni fady standardt
SA.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Metoda zaloZena na tvorbé komplexu SA a FeCls

Nejprve byla vytvorena koncentracni fada roztoki SA ve vod¢ a zasobni roztok 5%
FeCls. Roztoky byly v triplikatech pipetovany na mikrodesti¢ku ve 200 pl objemech,
poté byl k nim pfidan 10x zfedény zasobni roztok 5% FeClz o objemu 50 ul. Vznikl
fialovy komplex (obr. 6), ktery byl spektrofotometricky kvantifikovan pii 540 nm.
Intenzita zbarveni roztokd rostla srostouci koncentraci SA Vv roztoku. Pomoci
koncentra¢ni fady a znalosti tvorby komplexu byla vytvofena kalibraéni piimka
zavislosti absorbance komplexu na koncentraci SA v roztoku (viz obr. 7). Jelikoz se
pohybujeme v pomémé vysokych hladinach SA, limit detekce je okolo 10 pg-ml?,
a Vv rostlinach je o¢ekavana hodnota zhruba 0,1 pg-g? Gerstvé hmotnosti, je tato metoda

vyuzitelna spise ve farmacii nez pii studiu SA v rostlinach.

OH O
COOH @1/ A
H o. _O OH
© \Fe

3 + Fecl; —> (|3| ' + 3HC

. . HO
kyselina salicylova

fialovy komplex

Obr. 6 Vznik barevného komplexu pii reakci kyseliny salicylové a FeCls.
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Obr. 7 Kalibrace metody stanoveni SA pomoci zavislosti absorbance komplexu SA a FeCl; na
koncentraci SA.

7.2 SPE extrakce kyseliny salicylové na nanocastice Fe3O4

Nanocastice byly vyuzity k navazani SA zroztoki o riznych koncentracich, které
tvotily kalibra¢ni fadu. Jednotlivé roztoky obsahujici nanoc¢éstice se nechaly tiepat
a centrifugovat. Pomoci magnetu byl odlit supernatant a k pelletu nanocastic byl 2x
napipetovan desorp¢ni roztok (methanol a NH4OH v poméru 6:4), supernatant se nechal
odpafit do sucha na vyhtfivané tfepacce nebo rotani vakuové odparce. Odparek byl
rozpustén v 1 ml deionizované vody, jednotlivé koncentrace byly v triplikatech
pipetovany na mikrodesticku ve 200 ul objemech a pred méfenim absorbance pii 540
nm byl do kazdé jamky pfidan 10x zfedény 5% roztok FeCls o objemu 50 pl (viz
kapitola 7.1).

Ze ziskané kalibracni ptimky (viz obr. 8) lze vypozorovat, Ze ndvratnost navazani
kyseliny salicylové na nanocastice a jeji nasledna desorpce se u nejvyssi koncentrace a
Vv pfipad€é odpafovani na vyhfivané tfepacce pii atmosférickém tlaku a teploté¢ 80°C
pohybuje okolo 60 %, v piipadé odpaieni rotacni vakuovou odparkou pfi teploté 60°C
je u¢innost u nejvyssi koncentrace vic nez 70 %. Casteéné ztraty SA lze vysvétli
t€kavosti této slouceniny. Diky této znalosti lze nanocCastice vyuZit pro extrakci a pro
zahusténi. Nespornou vyhodou pouziti nanocastic je jednoduchost a rychlost, mezi

nevyhody miizeme zatadit mozné navazani chemicky podobnych latek.
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Obr. 8 Kalibra¢ni piimka zavislosti absorbance komplexu SA a FeCls na koncentraci SA po
desorpci z nanocastic (Kontrola — bez nano¢astic, Varianta 1 - thermoshaker, Varianta 2 -
rota¢ni vakuova odparka).

7.3 Stanoveni Kyseliny salicylové metodou TiO>

V prvnim kroku byl pfipraven koloid nanocastic TiO2 a fada standardii o rtiznych
koncentracich SA. K jednotlivym standardim byl pifidan roztok TiO2 ziedény
Vv acetatovém pufru. Vzorky byly michény, inkubovany a byla métena jejich absorbance

pfi 420 nm.

Podle ¢lanku Tseng a et al. (2014) mélo dojit k navazani SA na nanocastice (viz
obr. 8) a vzniku zlutého zbarveni, které lze spektrofotometricky kvantifikovat pii 420
nm. V naSem pfipadé¢ dochazelo k vlockovaténi nanocastic a zédkalu, ktery naruSoval
mefeni absorbance. K jemné Zlutému zbarveni dochazelo az kolem koncentrace SA

7 mmol-17%, proto bylo dale od testovani této metody upusténo.
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Obr. 9 Schéma kolorimetrického stanoveni kyseliny salicylové pomoci nanocastic TiO;
(Prevzato z Tseng et al., 2014).

7.4 Analyza konjugati SA metodou SDS-PAGE a Western blottingu

Pro elektroforézu byly pouzity roztoky albuminu a ovalbuminu (1 mg-ml™?) a pfipravené
derivaty 4-ASA-OVA/BSA. Do jamek bylo naneseno 10 pl od kazdého vzorku. Gel
s rozdélenymi proteiny po provedené SDS-PAGE se déle vyuzival pro Western blotting,

jehoz soucésti byla také imunochemicka detekce proteini na membrang.

Byla provedena detekce proteini v SDS-PAGE gelech (obr. 10). Vizualné lze
vyhodnotit, Ze derivat 4-ASA-BSA se nepodafilo uspésné ptipravit, zatimco v ptipadé
vzorku konjugatu 4-ASA-OVA je na gelu pozorovan prouzek s obdobnou molekulovou

hmotnosti jako pro nederivatizovany OVA.
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Obr. 10 Detekce proteint ¢inidlem CBB v SDS-PAGE gelech po separaci vzorki konjugata 4-
ASA-OVA a 4-ASA-BSA. Jamka 1 roztok BSA; 2 4-ASA-BSA; 3 OVA, 4 4-ASA-OVA.

7.5 Imunochemicka detekce konjugati SA

Nejprve byla provedena SDS-PAGE elektroforéza vzorkt roztoku albuminu a derivatu
4-ASA-BSA a roztoku ovalbuminu a derivatu 4-ASA-OVA . Nasledné byl proveden
pfenos proteini na membranu a provedena imunochemicka detekce s vyuZitim

komer¢ni polyklonalni krali¢i protilatky pro SA

Vysledek imunochemické detekce potvrzuje zavér z detekce celkovych proteinti
v gelu, Ze se podatilo pfipravit derivat ovalbuminu, ale derivat se sérovym albuminem
jiz nikoli (obr. 11). Pozorovana interakce primarni protilatky s nederivatizovanym
ovalbuminem je pravdépodobné zplsobena pouzitim konjugatu 4-ASA-OVA pro
imunizaci, zkuSebni vzorek komeréniho preparatu kraliciho séra tedy mize obsahovat
také imunoglobuliny proti vlastnimu ovalbuminu. Tento zavér neznamena omezeni pii
vyuziti protilatky pro detekci SA v rostlinnych vzorcich, jelikoz ovalbumin se zde

ptirozen¢ nevyskytuje.
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Obr. 11 Imunochemicka detekce konjugati SA s vyuzitim polyklonalni krali¢i protilatky. Jamka
1 roztok BSA,; 2 4-ASA-BSA; 3 OVA; 4 4-ASA-OVA.

7.6 Neprima kompetitivni ELISA

Nejprve byl do jamek 96jamkové mikrotitraéni desticky nanesen derivat 4-ASA-OVA.
Desticka byla inkubovana na tfepacce pres noc a nasledujici den byly jamky promyty
PBS, dale byl pouzit bloka¢ni roztok BSA a prob¢hla blokace stén jednotlivych jamek.
Byla pfipravena fada standardii o rtiznych koncentracich kvili kalibraci metody. Ke
standardiim byla pfidana primarni polyklonalni protilatka a probéhla inkubace. Poté byl
kazdy vzorek napipetovan do jamek ELISA desticky s jiZ navazanym konjugitem,
prob&hla dal$i inkubace a promyti jamek PBS-T. Nasledné byla napipetovana
sekundarni protilatka, opét inkubace a po jejim ukoneni promyti jamek PBS-T.
Nakonec byl pfidan detekéni roztok tetrametylbenzidinu. Reakce byla po 15 min.
zastavena pridavkem H2SO4 a méfena absorbance pii 450 nm. P¥i méfeni hladiny SA
v extraktech z rostlin, byly extrakty pfipravené riznymi extrakénimi postupy odpateny
rota¢ni vakuovou odparkou a rozpustény v roztoku obsahujicim definované mnozstvi

SA. Dale byl postup stejny jako v ptipad¢ fady standard SA.

Za pouziti piipraveného antigenu 4-ASA-OVA a protilatek byla vytvorena kalibracni
pfimka, ktera ukazuje, Ze ¢im vice bylo SA, tim vice primarni protilatky se navazalo na

ni a ne na antigen navazany v jamce. Déle se navazalo 1 méné sekundarni protilatky

cv v
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naméfené hodnoty se pohybovaly okolo 40 ng-g™ erstvé hmotnosti a nejvyssi okolo
120 ng-g* Cerstvé hmotnosti. V porovnani se spektrofotometrickou metodou vyuzivajici
vznik komplexu FeCls s SA, kde se limit detekce pohyboval okolo 10 pg-ml? je ELISA

mnohem citlivéj$i a vhodnéjsi pro méfeni hladiny SA V rostlinnych vzorcich.

Je tfeba zminit, Ze 1 pfesto Ze byl antigen pfipravovan opakované a stejnym
postupem, tak pro nasledujici méfeni se ukazal jako vhodny pouze jediny. Z toho
vyplyva, Ze pro dalsi aplikace této metody je tieba optimalizovat piipravu a purifikaci
derivatu 4-ASA-OVA. Rutinni pouziti této metody by vyzadovalo pifedevsim kvalitngjsi

a optimalné monoklondlni protilatky.

Metodou ELISA byla porovnavana ucinnost riznych extrakénich metod (viz kapitola
6.4.4). Méfeni byla provedena u listd Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom a mutanta
nahG (obr. 13). Z vysledk 1ze vyvodit, Ze nejvhodnéj$i metodou pro extrakci SA
z rostlinného materialu je metoda podle Verberne et al. (2002), ktera zahrnuje extrakci
volné SA do methanolu a extrakci SA véazané v glykosidech pomoci HCI o koncentraci
8 mol-1l, tato extrakce je také pomérné rychld a finan¢né nendro¢na. Enzymova
hydrolyza vykazovala srovnatelné vysledky, ale jeji nevyhodou je cenova nedostupnost
enzymu. Extrakce pomoci nanocastic nabizela nejniz8i G€innost, nejspiSe proto ze se
navazala jenom volna SA a jiZ mén¢ konjugované formy. Nanocastice byly pfipraveny
bez predeslych zkuSenosti s jejich ptipravou pouze dle postupu v publikaci bez dalsi
optimalizace a charakterizace nanocastic. Mohlo dochéazet k jejich precipitaci ¢i
shlukovéani, které sniZzuje jejich vazebnou kapacitu. Vyhodou extrakce pomoci
nanocastic je ¢asova nendrocnost, a proto se d& zafadit mezi alternativni postupy
extrakce z rostlinného materialu. Ve vSech méfenich byla hladina SA u genotypu
Micro-Tom témét dvojnasobné vyssi neZz u mutanta nahG, ktery obsahuje bakterialni
gen, kodujici enzym salicylathydroxylasu (EC 1.14.13.1). Tento enzym katalyzuje
konverzi SA na katechol a proto se SA nemuze hromadit v takovém mnozstvi jako

u nemutantnich rostlin. Vysledky méfeni jsou tedy v souladu s timto ptedpokladem.
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Obr. 12 Kalibra¢ni pifimka pro stanoveni SA metodou neptimé kompetitivni ELISA.
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Obr. 13 Stanoveni hladiny celkové SA v rostlinnych vzorcich metodou ELISA a srovnani
extrakénich metod. MT — Micro-Tom; mutant nahG.

48



8 ZAVER

V teoretické Casti byla zpracovana literarni reSerSe tykajici se vyznamu kyseliny
salicylové jako rostlinného hormonu a jejiho zatfazeni do kontextu ostatnich rostlinnych
hormonii a reguldtord. Dale byly zpracovany aktudlni poznatky o biosyntéze
a signalnich drahach kyseliny salicylové v rostlinnych buiikach. Zavérem byly shrnuty

publikované metody detekce a kvantifikace kyseliny salicylové v rostlinném materialu.
V ramci experimentalni ¢asti prace byly ziskany nasledujici vysledky:

e Nepodafilo se optimalizovat publikovanou metodu detekce SA Vv roztoku pomoci
nanocastic TiOz, zatimco spektrofotometrickd analyza SA s vyuzitim ¢inidla FeCls
se ukazala jako velmi rychla a snadna metoda pouzitelna pii vysSich koncentracich
SA (10-250 pg-ml™) a pti vysoké &istoté analyzovanych vzorki.

e Byla testovana extrakce SA navazanim na nanocastice FesO4 a naslednou desorpci
S navratnosti 70 % a vyuziti této extrakéni metody pro piipravu vzorkil rostlinného
materidlu pro analyzu SA.

e Bylo ovéfeno pouziti kyselé a enzymové hydrolyzy pro kvantitativni analyzu
celkové a vazané SA

e Byly pfipraveny konjugity SA salbuminem a ovalbuminem a testovana
imunochemicka detekce pfipravenych derivatd na blotovaci membrané po SDS-
PAGE. Z vysledku je patrné, Ze testovany preparat polyklonalni protilatky anti-4-
ASA nevykazuje specifickou detekci pouze derivatu 4-ASA, ale také reaktivitu vaci
nederivatizovanému ovalbuminu. Ovalbumin se v rostlinach nevyskytuje, a proto je
mozné vyuzit testovany preparat i pro dalsi detekci.

e Byla zavedena metoda analyzy SA v rostlinném materialu. Jako vhodngjsi metoda
ve srovnani se spektrofotometrickym mefenim SA s vyuzitim ¢inidla FeClz byla
uréena nepiima kompetitivni ELISA.

e Byla studovana hladina SA v rostlinach S. lycopersicum cv. Micro-Tom a v jeho
mutanta nahG s vyuzitim riznych extrakénich metod. Mutant dle pfedpoklada

a dostupné literatury vykazoval snizenou klidovou hladinu SA.

V budoucnu bude mezi naSe hlavni studijni z4jmy patfit predevsim role SA pfi
biotickém stresu, biosyntetické drahy SA v rostlindich a konkrétné konverze

isochorismatu na SA, ktera se u rostlin stdle nepodafila experimentalné prokazat.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
o AA/BIS - Akrylamid-N,N"-bisakrylamid

e ABA —kyselina abscisova

e APS — persiran amonny

e ASA —kyselina aminosalicylova

e AU - auxiny

e BR - brassinosteroidy

e BSA —hovézi sérovy albumin

e BTH - benzothiadiazol

o CK - cytokininy

e DMSO - dimethylsulfoxid

e ELISA - Enzymov¢ znaceny imunotest s vyuzitim pevné faze
o ET —etylén

e FW — Cerstvd hmotnost

e GA —kyselina giberelova

e GC - plynova chromatografie

e HPLC - vysokoucinnd kapalinové chromatografie
e HRP — kienova peroxidasa

e 1gG —imunoglobulin G

e JA —kyselina jasmonova

e LOD — mez detekce

e MES - 2-(N-morfolin) ethansulfonova kyselina

e MS — hmotnostni spektrometrie

e MS médium — Murashige a Skoog médium

e OVA -ovalbumin

e PBS — fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

e PBS-T —tween v PBS

e SA - kyselina salicylova

e SAR - systémové ziskana rezistence

e SDS - dodecylsulfat sodny

e SDS-PAGE — SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
e TBS — fyziologicky roztok pufrovany tris

e TBS-T —tweenv TBS

e TEMED - N,N,N',N' - tetramethylendiamin

e TMV — virus tabakové mozaiky
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e UHPLC — ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

e UV —ultrafialové zareni
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