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ucastnici se fady biologickych a fyziologickych procesii. U rostlin vedou k obrannym reakcim
behem plisobeni stresovych faktori, mohou omezit Sifeni infekce posilenim bunécnych stén,
a nebo patogena pfimo usmrtit. Podili se na hypersenzitivni reakci charakterizované rychlou
a lokalizovanou bunéénou smrti, kterda je typickd pro inkompatibilni interakci
rostlina-patogen. V této bakalatské praci byly RONS lokalizovany histochemickym barvenim
v listech Lactuca serriola béhem infekce padli Golovinomyces cichoracearum a vysledky
pozorovany konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. Singletni kyslik byl detekovan 24 h
po inokulaci v samotnych sporach a v kli¢nich vldknech padli. Stejné tomu bylo i v ptipadé¢
detekce peroxidu vodiku. AvSak oxid dusnaty u spor nebyl lokalizovan 24 h ani 48 h po
inokulaci, coz je v rozporu s diive publikovanymi vysledky, proto se domnivam, ze doslo
k moznému metodickému pochybeni. Bioluminiscence u listu Nicotiana tabacum cv.
Samsung po aplikaci elicitorli byla méfena ultraslabou biofotonovou emisi pomoci CCD
kamery. Bylo zjiSténo, Ze patogeneze vede k signdlni odezv€ po 5 h od infiltrace listu
modelové rostliny a koresponduje s rozSifenim nekrotickych skvrn v infiltrovanych
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1. CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem moji bakalafské prace bylo zpracovat literarni reSerSi o charakteristice
a metabolismu reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS) u rostlin s diirazem na jejich ulohu
v obran¢ vii€i patogentim. V experimentalni ¢asti pak pouzitim konfokalni laserové skenovaci
mikroskopie lokalizovat RONS v infekénich strukturdch padli Golovinomyces cichoracearum
a listech hostitelskych rostlin béhem infekce. Dale ovéfit pfitomnost RONS pomoci ultraslabé

biofotonové emise u modelovych rostlin.



2.UVOD

Reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) jsou dulezité signalni molekuly, které jsou
pritomny v fad¢ fyziologickych procest u rostlin a maji vyznamnou roli pifi obrannych
reakcich na plsobeni stresovych faktorii. V této praci byly RONS lokalizovany v listech
hostitelskych rostlin béhem infekce padli a pozorovany konfokalni laserovou skenovaci
mikroskopii. Bioluminiscence rostlinného materidlu po aplikaci stresort byla méfena
ultraslabou biofotonovou emisi pomoci CCD kamery chlazené dusikem.

Reaktivni formy kysliku (ROS) maji kladnou ulohu jako signdlni molekuly
pfi obrannych mechanismech a napadeni rostliny patogenem, maji dtlezitou roli v procesu
programované bunécné smrti a podileji se na zesileni bunécné stény u rostlinnych bunck.
ROS také miizou vznikat jako nebezpecné produkty a rostliny musi mit G¢inné mechanismy
pro jejich deaktivaci. Pro preziti vSech aerobnich organismu je nezbytny molekularni kyslik,
ktery se vyskytuje vnasSi atmosféfe. Tento kyslik je vSak madlo reaktivni a proto je
v rostlinach, pfi bézném metabolismu v mitochondriich a peroxisomech, pfeménén na vice
aktivngjsi formy — superoxidovy anion, singletni kyslik, peroxid vodiku ¢i hydroxylovy
radikal. Nékteré z téchto aktivnéjSich forem molekul, a to zejména hydroxylovy radikal,
zpisobuji zanik nukleovych kyselin, proteini nebo lipida (Piterkova a kol., 2005).

Reaktivni formy dusiku (RNS), zejména oxid dusnaty, jsou zapojeny do fady
fyziologickych procest u rostlin za béznych rustovych situaci (kliceni, listova senescence,
rust kofenil) a za stresovych podminek (napadeni patogenem). NO hraje vyznamnou roli
u hypersenzitivnich reakei (HR), které jsou charakteristické rychlou lokalizovanou bunécénou
smrti. U zivocichd se U€astni procesti vazodilatace, hraji roli v zdnétech, tromboze, imunitni
odpovédi a pienosu na synapsi. Pro detekci NO existuje fada rtiznych analytickych metod
pro detekci — spektrometrie, laserova spektroskopie, elektronova paramagneticka rezonance
a histochemicka lokalizace pomoci diaminofluoresceint. Piesto je méfeni produkce NO
obtizné, protoze jeho vysoka reaktivita vede ke vzniku mnoha druhti reaktivniho dusiku

(Vandelle a Delledonne, 2008).



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1. Charakteristika a vyznam RONS u rostlin

3.1.1. Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) vznikaji jako vedlejsi produkty bunééného
metabolismu, pfedevsim dychani v mitochondriich a fotosyntézy v chloroplastech (Dat a kol.,
2000). Déle byly ROS lokalizovany v bunécné sténé€, plazmatické membrané€, peroxisomech
a endoplazmatickém retikulu. Molekularni kyslik, ktery se bézn€ vyskytuje v nasi atmosféte,
je pomérné¢ malo reaktivni, avSak nckterymi procesy probihajicimi v rostlindch mulze byt
preménén na mnohem aktivnéjsi formy (singletni kyslik, superoxidovy anion, O;") nebo silné
oxida¢ni slouceniny (hydroxylovy radikal OH, peroxid vodiku H,0O;) (Prochazka, 1998).
Prehled aktivnich forem kysliku (ROS) je uveden vtabulce 1. K vyraznému zvySeni
koncentrace aktivnich forem kysliku v buiice dojde tehdy, ptsobi-li na rostlinu stresové
faktory, které¢ narusi jeji bunécnou homeostazi. ROS vznikajici ve stresovanych rostlinach
maji dvé funkce. Jednak mohou slouzit jako signalni molekuly pro expresi genti, jednak jako
toxické meziprodukty aerobniho metabolismu zplsobuji poskozeni ¢i zanik bunky (Piterkova
a kol., 2005).

Rostliny jsou v priibéhu svého Zzivota vystaveny velmi proménlivym podminkam
vnéjSiho prostiedi. Ty mohou zpomalovat jejich zivotni funkce, ale také poskozovat
jednotlivé organy a v krajnim piipad¢ vést i k jejich uhynuti. Neptiznivé vlivy, které zavazné
ohrozuji rostlinu, oznacujeme jako stresové faktory (stresory) (Prochdzka, 1998). Stresové
faktory délime na abiotické a biotické. Mezi faktory abiotické povahy fadime ptsobeni
herbicidi, nadmémé zafeni a pasobeni extrémnich teplot (horko, chlad, mraz). Utok
patogenniho mikroorganizmu (viry, mikrobi, houby), vzijemné ovliviiovani, herbivorni
zivocichové a starnuti naopak fadime mezi faktory biotické (Piterkova a kol., 2005). Oba typy
stresovych faktord jsou spojeny s regulaci a signalizaci aktivnich forem kysliku a mzou
u rostlin vyvoléavat oxidativni stres. ROS hraji dalezitou roli béhem patogeneze. Podili se na
hypersenzitivni reakci, kterd je typickd pro inkompatibilni interakci rostlina-patogen.
Posilenim stén rostlinnych bunék mohou omezit §ifeni infekce, nebo pfimo patogena usmrtit
(Dat a kol., 2000). ROS nejsou jen toxické vedlejsi produkty metabolismu, ale také slouzi
jako signalni molekuly, které kontroluji obranné procesy rostlinného organismu a maji

dilezitou ulohu v procesu programované bunééné smrti (Piterkova a kol., 2005).



Tabulka 1: Pfehled klicovych ROS, mechanismi ucinku a jejich bunéénych zdrojt. (pfevzato

z: Karuppanapandian a kol., 2011; Piterkova a kol., 2005).

ROS Oznaceni Struktura Mechanismus uc¢inku Bunéény zdroj
Tvofi se v mnoha
fotooxidacnich reakcich
(flavoprotein), reakce v

. . chloroplastech, v
Reaguje s dvojnou ,
o elektronovych
vazbou obsahujici S
. . transportnich fetézcich v
Superoxidovy - . - [slouCeniny, napf. Fe-S mitochondriich
: iy 0, [D=0] shluky proteint, reaguje s : ’
anion-radikal - T . , peroxisomy a
oxidem dusnatym (NO) a . .
vytvéid peroxydusitan plazmatické membrany.
Y - NADPH oxidazy v
(ONOO). o
membranach.
Xantinoxidaza a
membranové polypeptidy
v peroxisomech.
Velmi siln€ reaguje s Reakce H,0, s O,”
Hydroxylovy OH' H-H proteiny, lipidy, DNA a s | (Haberova-Weissova
radikal = dal§imi reakce), reakce H,O; s
makromolekulami. Fe’" (Fentonova reakce).
ETC mitochondrii,
chloroplasti,
endoplazmatického
Peroxid S Oxiduje proteiny; reaguje | retikula a plazmatické
! H,0, H—0—0—-H |s O, v Fe katalyzované | membrany. Fotorespirace,
vodiku e Ea . 1y orany
reakci za vzniku OH'. B-oxidace mastnych
kyselin a enzymové
reakce (SOD) v
peroxisomech.
Sineletni Piimo oxiduje proteiny, | Fotoinhibice, PSII -
K s%ik 0, 0-0: nenasycené mastné reakce elektronového
Y kyseliny a DNA. prenosu v chloroplastech.

ROS hraji v rostlinnych organismech dtlezitou roli jako signalni molekuly, avSak
pfi nekontrolované a nadmérné tvorbé mohou rostlinné buiky poskozovat. Proto se u rostlin
vytvorily G¢inné obranné mechanismy, které¢ odstranuji ROS a rovnéz ochranuji bunky pied
oxida¢nim poskozenim (Hancock a kol., 2001). K dosazeni ochrany bun¢k pfispivaji a jsou
v bunikach pfitomné antioxidanty, zahrnujici neenzymové mechanismy piimé deaktivace,
a antioxida¢ni enzymy, tvofici nejuniverzalnéjsi ochranu. Mezi neji¢innéjsi antioxidanty patii
askorbat (vitamin C), B-karoten, redukovany glutathion nebo a-tokoferol (vitamin E). Udrzeni
rovnovahy mezi redukovanymi a oxidovanymi formami askorbdtu a glutathionu je velmi
dilezité zejména pro katabolismus ROS. Rovnovaha je zachovavana s vyuzitim reduk¢nich
vlastnosti NADPH
a dehydroaskorbatreduktasa (Piterkova a kol., 2005).

enzymy  glutathionreduktasa, = monodehydroaskorbatreduktasa

K enzymlm, které se podileji na katabolismu ROS, fadime superoxiddismutasu,

peroxidasu, katalasu a glutathionperoxidasu, ktera slouzi jako univerzalni ochrana rostlin.
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Superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), nejvyznamnéj$i antioxida¢ni enzym, patii
do skupiny oxidoreduktas. V rostlindch se vyskytuji dokonce tii typy SOD (Cu/Zn-SOD,
Mn-SOD a Fe-SOD) (Prochazka, 1998), zejména v aerobnich a fakultativné aerobnich
organismech, dale pak ve vSech bunécnych strukturach, které jsou citlivé na oxidativni stres
(Piterkova a kol., 2005). SOD katalyzuje pfeménu superoxidu a vodiku na méné¢ reaktivni
peroxid vodiku, ktery je ddle odstranén katalasami a peroxidasami (Bfezinova Belcredi a kol.,
2007). Katalasa (CAT, EC 1.11.1.6) je pfitomna v peroxisomech u vSech aerobnich eukaryot.
Pokud CAT katalyzuje ptimy rozpad peroxidu vodiku, jedna se o katalasovou aktivitu. Pokud
katalyzuje oxidaci substratti (methanol, ethanol, formaldehyd, format a nitrit) peroxidem
vodiku, jde o aktivitu peroxidasovou. Podle vyskytu délime CAT na tfi isoformy — CATI,
CAT2 a CAT3. V listech je lokalizovana CATI, kterd se podili na odstrafiovani peroxidu
vodiku béhem fotorespirace. CAT2 nalezneme piedevSim v cévnich svazcich. CAT3 je
pfitomna v semenech a mladych semenaccich a napomahd odstrafiovani peroxidu vodiku
z glyoxysomtl. Dale mezi antioxida¢nimi enzymy patii enzymy askorbat-glutathionového
cyklu a glutathionperoxidasy. Enzymy askorbat-glutathionového cyklu odstrafiujici peroxid
vodiku z bunéénych oddéleni, zejména tam, kde se nevyskytuje CAT. Tento cyklus probiha
v peroxisomech, chloroplastech, cytosolu a mitochondriich, a pouziva askorbat a glutathion.
Ptikladem  enzymii  askorbat-glutathionového cyklu  jsou  askorbatperoxidasa
a glutathionreduktasa. Glutathionperoxidasa vyuziva glutathion jako redukéni Ccinidlo
a katalyzuje redukci peroxidu vodiku, peroxidi lipidi a organickych peroxidu.
Glutathionperoxidasa nachazi uplatnéni pfi zamezeni peroxidace membranovych lipida
(Piterkova a kol., 2005).

ROS jsou u hub tvofeny v pribéhu metabolické aktivity a jsou zodpovédné za aktivaci
a tvorbu velkého mnozstvi reaktivnich latek. Produkce reaktivnich forem kysliku se
v houbach zvysuje v diisledku riznych stresovych faktorti (hladovéni, mechanické poskozeni,
svételné podminky nebo interakce s nékterymi jinymi zivymi organismy). Hladina ROS se
zvySuje pfi infekei u pevné interagujicich organismil, zejména v interakci hostitel-parazit.
Nékteré z elicitori patogennich hub jsou spojeny a lokalizovany na bunéénych membranach.
Jejich kontakt vznikd poté, co patogenni houby proniknou do bunéénych stén hostitelskych
rostlin. Tento proces vyzaduje urCity ¢as. Ve stejnou dobu dojde k vyluCovani rozpusténych
elicitori ze spor, coz je disledkem obranné reakce rostliny. Takto uvolnéné elicitory,
produkované aktivaci ROS, miiZzou byt projevem rostlinné rezistence (Gessler a kol., 2007).

Houby ptedstavuji rozsahlou skupinu organismi, které mohou zit jako saprofyté,

parazité a symbionti. Podobné¢ jako u rostlin, ROS se podili na vSech Zivotn¢ dulezitych
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procesech u hub: rlst, rozmnozovani, mezibunécna komunikace a ochrana
pfed mezidruhovou konkurenci. V mnoha ohledech jsou tedy ROS ideélni signalni molekuly.
Jejich velkou vyhodou jsou malé rozméry a také schopnost se $itit na velmi kratké vzdalenosti
(Hancock a kol., 2001). Fytopatogenni houby disponuji zvlastnimi prostfedky, které produkuji
ROS a z velké ¢asti urcuji jejich vzajemné vztahy s hostitelem. Riazné zdroje ROS v houbéach
a jejich detoxikacni systémy umoZiluji houbam si udrzet uroveii ROS poZadovanou
pro signalizaci. Regulace tvorby ROS v buiikdch a aktivita v obrannych antioxidacnich
systtmech se urCuje podle redoxniho stavu bunky a =zavisi na intracelularnich
a extracelularnich faktorech. Interakce ROS s cilovymi proteiny a vratnost této souhry jsou
zdkladem pfijmu a prenosu signalu reaktivnich forem kysliku. Bunécna efektivita
a zaktivovani ROS umoznuji houbovym organismiim adaptovat se na Zivotni prostiedi

a prezit i v extrémnich podminkach (Gessler a kol., 2007).

3.1.2. Reaktivni formy dusiku

Oxid dusnaty (NO) je bioaktivni molekula, ktera se podili na mnoha biologickych
procesech v zivych organismech. U zvitat se ucastni zanétl, trombozy, imunity, vazodilatace
nebo neurotransmise. V rostlinach je NO zapojen do ruznych fyziologickych procest
za béznych ristovych podminek (kli¢eni, listova senescence, riist kotfenti, kveteni, pohybu
priduchtl) a za stresovych situaci (napadeni patogenem) (Wendehenne a kol., 2004). NO hraje
dilezitou roli u rostlin odolnych proti chorobdm, zejména pii hypersenzitivnich reakci (HR),
které jsou charakterizovany rychlou a lokalizovanou bunéénou smrti (Delledonne a kol,
2001). V zivocisnych buiikach je hlavnim zdrojem NO syntaza oxidu dusnatého (NOS).
U rostlinnych bunck bylo popsdno nékolik enzymi, které produkuji enzym podobny NOS
(NOS-like enzyme), reduktdzy dusi¢nanti a dusitant. Pfi napadeni rostliny patogenem existuji
mezi NO a ROS interakce. V tomto ptipadé dojde k rychlému nahromadéni NO i ROS
adochazi ke specifické interakci — hypersenzitivni reakci. Spoluprace NO a H,O, je
pokladéana za iniciatora lokalizované bunécné smrti, ¢imZ je omezena invaze patogenti. Déle
je NO produkovan mikroorganismy, zejména pii rustu mycelii. To usnadiuje aktivni
pronikani oomycet a hub do hostitelskych bunék. Specifickd uloha NO se mize lisit
v riznych patosystémech, je ovlivnéna metabolismem hostitelské rostliny, zalezi na Zivotni
strategii patogenu a podminek Zivotniho prostfedi (Piterkovéa a kol., 2011).
zavisla na 4 kofaktorech: NADPH, FAD, FMN a tetrahydrobiopterin (Durner a kol., 1999).

NOS oxiduje L-arginin na L-citrulin a NO. NOS mtZeme nalézt ve tfech formach — nNOS
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(neuronalni forma), eNOS (endotelidlni forma) a iNOS (indukovana forma). Syntéza NO
v rostlindch mlze probihat enzymové¢ a neenzymové (obr. 1). Celkem je popsano Sest enzymu
(enzym podobny NOS, nitratreduktasa, nitrit:NO reduktasa, xanthinoxidasa, kienova
peroxidasa a cytochrom P450), které jsou schopny katalyzovat syntézu NO u rostlinnych
bun¢k (tabulka 2). Nitratreduktasa (NR, EC 1.7.1.1.) je homodimerni protein, jehoz aktivita je
posttranslaén¢ regulovdna reverzibilni fosforylaci. Dulezitou funkci NR v rostlinnych
buiikich je katalyza NAD(P)H-dependentni dvouelektronové redukce dusi¢nanu na dusitan
(Piterkova a kol., 2008). Enzym podobny zivocisSnym NOS byl popsan v peroxisomech
hrachu. DalSim specifickym enzymem, ktery najdeme v rostlinnych buiikach je nitrit:NO
reduktasa (NiNOR). Tento enzym katalyzuje redukci dusitanu na NO a byl popsan
v plasmatické membran€ kotenovych bunék tabaku. Diky tomuto poznatku se predpoklada, ze
NO plni dtlezitou funkci jako signalni molekula béhem vyvoje kofenového systému a rozvoje
symbiotickych interakci s pidnimi bakteriemi na povrchu kofenl. Kienova peroxidasa
a cytochrom P450 jsou schopny katalyzovat tvorbu NO in vitro. V peroxisomech listti hrachu
byla objevena xanthinoxidasa (XOD). Peroxisomy jsou s nejvétsi pravdépodobnosti jednim

z mist, kde probiha aktivni tvorba NO v rostlinnych buiikach (Piterkova a kol., 2008).

L-arginin + O, + NADPH L-citrulin + H,O + NADP"

NO,

NO ‘@ NO

Denitrifikace
hv . kyselé N,O
NR | NiNOR
karotenoidy iNO pH

Nitrifikace

Fixace dusiku o N H4+

NO3- NZ

Obr. 1: Zdroje NO v rostlinnych buiikach; NO je produkovan ¢innosti nitratreduktasy (NR), nitrit:NO reduktasy

(NiNOR) a NO synthasy (NOS). Dale mize byt NO generovano neenzymatickou reakci NO,: nizké hodnoty pH
a v pfitomnosti karotenoidii svétlem pohanéna redukce. NO mize vznikat i jako vedlejsi produkt respirace,

nitratové asimilace nebo denitrifikace (pievzato z: Piterkova a kol., 2008).
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Tabulka 2: Zdroje NO v rostlinnych buiikach (pfevzato a upraveno z: Piterkova a kol., 2008).

Enzymové zdroje Substrat Kofaktor(y) Pozniamka
, - NADPH, FAD, FMN, . .
Enzym podobny NOS |L-arginin tetrahydrobiopterin Popsén v peroxisomech hrachu
Nitratreduktasa NO;5; (NOy) NADH
Nitrit: NO reduktasa  |NO, NADH Popsan v plasmatické membrang

kotfenovych bunék tabaku

Popsan v peroxisomech listi

Xanthinoxidasa Hydroxymocovina hrachu

Kfenova peroxidasa N-hydroxyarginin ~ [NADH

Cytochrom P450 NOy Cytochrom ¢

Neenzymové drdhy mohou za urcitych podminek pfispivat k syntéze NO. Prvni
mechanismus probihda za nizkych hodnot pH v apoplastu, pfi kterych je podporovana
neenzymova redukce dusitanu, kdy dusitan dismutuje na dusi¢nan a NO. Pti fyziologickych
hodnotach pH miiZze byt dusitan chemicky redukovan kyselinou askorbovou na NO a kyselinu
dehydroaskorbovou. Druhy neenzymovy mechanismus probihd v membranach chloroplasti,
kde je svétlem zprostiedkovana preména NO, na NO, ktera je katalyzovana karotenoidy
(Piterkova a kol., 2008).

Pro detekci NO se pouzivaji riizné analytické metody. AvSak pfesné méteni produkce
NO je zdlouhavé. NO je plynny radikal s velkou nestabilitou a velmi reaktivnimi vlastnostmi,
které odrazi ptitomnost nesdileného elektronu. Jeho rozsdhlé chemické vlastnosti zahrnuji
interakce mezi tfemi druhy sloucenin, které se 1i$i svymi fyzikalnimi vlastnostmi a chemickou
reaktivitou: kation dusiku (NO"), radikdl (NO) a nitroxylovy anion (NO’). NO rychle
interaguje s O, za vzniku nékolika raznych oxidi dusiku (NO,, N,Os3, NOy™ a NO3'). Mnozstvi
NO vrostlinich napadenych patogenem je zavislé na redukénim stavu bunky.
U hypersenzitivnich reakci se primarné generuje superoxid (O;") a hromadi se peroxid vodiku
(H20,). Tento d¢j se nazyva ,,oxidative burst™ a je spolu s NO nezbytny pro spusténi bunécné
smrti hostitelské buniky. Béhem tohoto procesu dojde ke zméné redukéniho stavu bunky, ktera
prispiva k reaktivit¢ NO. Nejprve bylo provadéno méfeni detekce NO na zivocisnych
bunkach, az pozd¢ji na rostlinnych. Pfi testech na detekci NO z bun€k bylo prokazano, ze NO
méa vysokou schopnost §ifit se pfes membrany, zatimco jiné derivaty (napiiklad N,Oj)
vyuzivaji vysokého oxida¢niho metabolismu. Detekce NO je nejCastéji vyuzivana
pro zkoumani systému rostlina-patogen (Vandelle a Delledonne, 2008).

Diky mnoha vyzkumim se podafilo identifikovat nékteré Casti pienosovych kaskad

zprostiedkovanych NO (obr. 2). Signalni drahy NO v rostlinnych bunikdch zahrnuji syntézu
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sekundarnich pfenaseci, prikladem je cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) a cyklicka
adenosindifosfat ribosa (cADPR) (Piterkova a kol., 2008). Tyto pienasece vedou ke zménadm
hladiny cytosolického véapniku v buiikach praduchti. NO se aktivuje prostfednictvim MAP
kinas. U rostlin jsou MAP kinasy aktivovany extraceluldrnimi signaly (sucho, chlad, ptsobeni
rostlinnych hormont, vliv patogena nebo osmoticky stres), které maji za nasledek aktivovani
signalnich drah vedoucich k expresi genti (Neill a kol., 2002). Dale mtzou byt signalni drahy
NO zprosttedkovany kovalentnimi modifikacemi proteinli jako nitrosylace cysteinl a nitrace

tyrosind (Piterkova a kol., 2008).

GSNO Ca*" kanaly
Proteiny se signdlni MAPK a dalsi
funkci kinasy
| / \ / !
NO Signalni sit’ <« Volny Ca**

A 4

Bunééna odezva

Obr. 2: Schéma - zndzornéni signalnich drah NO u rostlinnych buné€k; primarni cile NO zahrnuji mitogenem
aktivované proteinkinasy (MAPK) a Ca" kanaly, které jsou regulované prostiednictvim zmény hladin cGMP
a cADPR. Pomoci nitrosylace triolovych skupin utvaii NO aktivitu proteinl. Jako pfenaSe¢ signalu NO mize
slouzit stabilni metabolit s-nitrosoglutathion (GSNO). GSNO se rovnéz podili na uvolnéni NO a interakci NO

ve vzdalenych cilech (pfevzato z: Piterkova a kol., 2008).

NO se podili na mnoha procesech v organismech a jeho U¢inky jsou ovlivnény jeho
koncentraci. Schopnost piesné detekovat NO je klicova, zejména pro pochopeni jeho role
v bunéénych procesech. Pro detekci NO existuje mnoho technik (napt. chemiluminiscence
nebo hmotnostni spektrometrie). NO ma vysokou chemickou reaktivitu a vede ke vzniku
mnoha typt reaktivniho dusiku, jehoz ptesné stanoveni je velmi obtizné. V idealnich
ptipadech by mély metody pro detekci NO vykazovat vysoky stupeii citlivosti a mély by
umoznit méteni hladiny intracelularni a extracelularni hladiny NO v kapalném nebo plynném

skupenstvi (Vandelle a Delledonne, 2008).
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3.2. Principy mikroskopie a fluorescence
3.2.1. Svételna, fluorescenc¢ni a konfokalni mikroskopie

3.2.1.1. Svételna mikroskopie

Prvni, velmi jednoduchy mikroskop zkonstruovali vroce 1590 Jan a Zacharia$
Jannsenové z Nizozemi. Za zakladatele mikroskopie jako exaktni védy je vSak povazovéan
Holand’an Antonius van Leeuwenhoek, ktery brousil vysoce kvalitni ¢ocky a mikroskopem
své konstrukce studoval ve 2. poloviné 17. stoleti ¢ervené krvinky, bakterie a jiné objekty.
Dalsim, kdo vyznamné pfispél k rozvoji mikroskopie, byl britsky fyzik a astronom Robert
Hooke, ktery jako prvni vyuzil mikroskopu ke studiu struktury mineralti (Smékal, 1995).
Dnes je svételna mikroskopie vyuzivéna pii pozorovani mikroorganismd, tkani Zivocich,
pletiv rostlin a hub, tj. ve vSech biologickych a medicinskych oborech, kde je hlavnim
pfedmétem studia buiika. Rada mikroskopti nasla uplatnéni i v primyslu pii studiu
homogenity pouzitych materiald.

Mikroskop se sklada z optické a mechanické ¢asti. Optickou Cast tvoii okular, objektiv
a osvétlovaci soustava (zdroj svétla, clona a kondenzor), mechanickou ¢asti je podstavec,
stojan a stolek s kiizovym posunem. Optickd soustava mikroskopu je spojend soustava
objektivu (Ob) a okularu (Ok) (obr. 3). Objektiv, soustava cocek s velmi kratkou ohniskovou
vzdalenosti, tvoii obraz O; pfedmétu P v horni ohniskové roviné objektivu. Obraz je
skutecny, zvétSeny a pievraceny. Tubusem nastavime pii zaostfovani objekt O; (nyni
pfedmétem pfi zobrazeni okularem) do takové polohy, aby byla vzdalenost predmétu mensi
nez ohniskova vzdalenost (vzdalenost ¢ocky od ohniska). Spojnd soustava okuldru vytvori
obraz O, zdanlivy, zvétSeny, ptimy. Celkovy obraz predmétu P, vytvofeny mikroskopem, je
prevraceny, zdanlivy a zvétSeny. Okular tedy zvétSuje obraz predmétu vytvoreny objektivem
a prispiva k zobrazeni pouze téch podrobnosti, které jsou obsaZeny v obraze vytvoifeném

objektivem (Smékal, 1995).
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Obr. 3: Opticka soustava mikroskopi: Ob, objektiv; Ok, okular (Pfevzato z: Smékal, 1995).

Zobrazovaci optické pfistroje jsou zaloZeny na zdkonu lomu a odrazu svételnych
paprskl v prostfedi o uréitém indexu lomu. Vznik obrazu v optickém mikroskopu popisuje
Huygenstv princip (citace), ktery vysvétluje Sifeni svételného vinéni v izotropnim prostiedi.
Ze zdroje svétla se svételné vinéni §ifi ve vinoplochach smérem od zdroje; kazdy bod na cele
Sitici se viny je zdrojem sekundérnich vin. Pii setkani dvou ¢i vice vin v daném bodu prostoru
vznikd interference vinéni, ktera nese informaci o vzhledu osviceného objektu a vstupuje do
objektivu. Sekundarni viny, které rovnobézné opusti rovinu predmétu, se setkavaji
v jednotlivych bodech zadni ohniskové roviny objektivu. Dochazi k jejich interferenci a podle
Huygensova principu se stavaji zdrojem novych vin, které v obrazové rovin€ mikroskopu
skladaji zvétSeny a prevraceny obraz (Hampl, 2010).

Mezi dulezit¢ parametry mikroskopti patii zvétSeni a rozliSovaci mez. Celkové
zvétSeni mikroskopu mé uhlovy charakter a Ize jej zjistit vynasobenim tdaji zvétSeni okularu
a objektivu. RozliSovaci schopnost oka a vinova délka svétla jsou dva faktory vymezujici
dalsi zvySovani zvétSeni u svételnych mikroskopii. RozliSovaci mez mikroskopu je
podminéna ohybem svétla na objimce objektivu, kterd plisobi na prochazejici svétlo jako
omezujici kruhovy otvor. RozliSovaci mez urcuje vzdalenost dvou bodl, které jeste
mikroskop zobrazi jako dva samostatné body a je rovna poloviné vinové délky zateni.

U svételného mikroskopu se tato hodnota bliZi pfiblizné 250 nm.
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3.2.1.2. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie vyuzivd luminiscencniho jevu, kdy nékteré latky
po dopadu svétla o kratsi vinové délce (excitacni zafeni) maji schopnost zafit svétlem o vyssi
vlnové délce (emisni zafeni). Fluorescence (fosforescence) je projevem intramolekularni
energetické zmény, ktera je vzbuzena zafenim absorbovanym v latce. Druhym typem je
chemiluminiscence, kdy je zména latky vyvolana chemickymi reakcemi. U fluorescence je
emise kratka, po zhasnuti excitacniho zéafeni ihned ustava. Naopak u fosforescence dochazi
k emisi 1 dlouhou dobu po tom, co excitaéni zafeni zhasne. Nékteré latky jsou schopny
autofluorescence. Jedna se o emitovani svétla biologickych struktur (mitochondrie, lysozomy
nebo chlorofyl), které se potom chovaji jako fluorofory. Pfi fluorescencni mikroskopii
postupujeme tak, Ze nckteré struktury zbarvime fluorochromem, latkou schopnou

fluorescence (Hejtmanek, 2001).

3.2.1.3. Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie patii mezi nové€jsi metody optické mikroskopie, kterd
vyraznym zpusobem rozsifila moznosti zobrazovani biologickych objektd. Prvni mysSlenka
konfokalniho mikroskopu pochazi od amerického védce Marvina Minského, ktery si ji nechal
patentovat vr. 1957. V t¢ dob¢ vsSak zistala bez odezvy, nebot’” Minsky nenasel vhodny
dostate¢né silny zdroj svétla pro konstrukei funkéniho pfistroje (Plasek, 1995). V roce 1965
sestrojili Mojmir Petran a Milan Hadravsky z Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni
konfokalni mikroskop na bazi rotujiciho Nipkowova kotouce. Tento novy typ konfokalniho
mikroskopu — mikroskop s dvojitym fadkovanim (Tandem Scanning Confocal Microscope) si
r. 1968 nechali patentovat (Kubinova, 2004). Pomoci tandemového skenovaciho mikroskopu
byly poprvé ziskany kvalitni optické fezy silnym preparatem, konkrétné mozkovou tkani
(Petran a Hadravsky, 1989). Tento pristroj vSak v praxi nedoznal vétSiho uplatnéni. Prvni
konfokalni mikroskop srozmitanym laserovym paprskem byl zkonstruovan az koncem
sedmdesatych let 20. stoleti, kdy za¢ina éra konfokalni mikroskopie (Plasek, 1995).

Konfokalni mikroskop poskytuje mimotadné ostry, kontrastni obraz se znamenitym
rozliSenim. Struktury nachazejici se nad a pod rovinou zaostfeni nemaji znatelny vliv
na kvalitu obrazu (Hejtmanek, 2001). V soucasné dob¢ je nejpouzivanéjSim piistrojem tohoto
typu laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop (Laser Scanning Confocal Microscope), ktery
byl uveden na trh v osmdesatych letech 20. stoleti (Kubinové, 2004). Pozorovany vzorek
v konfokalnim mikroskopu je osvétlovan bodovym zdrojem svétla. Tim je laserovy paprsek

(obr. 4), ktery projde ptes prvni konfokalni clonku na déli¢ paprska (dichromatické zrcadlo).
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Déli¢ paprski odrazi paprsky pies CoCku objektivu na vzorek, do bodu, jehoz pramér
odpovida rozliSovaci schopnosti objektivu (tzv. difrakéni mez). Vzorkem odrazené svétlo je
sbirdno objektivem, kterym pii zpétném prichodu prochazi, a kde vzniké dalsi obraz bodové
clonky. Tento obraz je pomoci déli¢e paprskl lokalizovan pred fotonasobic, kde se nachazi
druha konfokalni bodova clonka. Druha clonka blokuje priichod svétla, které pochazi z oblasti
vzorku mimo rovinu zaostfeni. Obraz zaostfené roviny je nakonec sniman skenovacim
detektorem a nasledné pfedan do pocitace. V pocitaci jsou uloZené informace o soutadnicich
X-Y daného bodu, které pocita¢ vyuziva k sestaveni piesného obrazu zkoumaného vzorku

(Plagek, 1995).

H Fotonésobié

. N Stérbina v
: - konfokalni roviné

Laser

|
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\

Skener laseru —f—e
xy

Pohyb v ose Z tz

W\ D&li¢ paprski

»— Objektiv

Hloubka priniku
A2 , paprsku

¢ : Rovina zaostieni

Obr. 4: Schéma laserového rastrovaciho konfokalniho mikroskopu. (Pfevzato z: www.chempoint.cz)

Konfokalni mikroskop je vhodny vyuzivat pro fixované vzorky a pomalé déje.
Na rozdil od konfokélniho mikroskopu s rotujicim Nipkowovym kotoucem, ktery je vhodné&;jsi
pro velmi rychlé procesy (obr. 5). Mezi velké prednosti konfokalni mikroskopie, ve srovnani
s klasickou optickou mikroskopii, je schopnost vést tenké optické fezy i tlustSim vzorkem
atyto digitalizované fezy vzorkem digitaln¢ zaznamenavat. Skladdnim jednotlivych fezii

na sebe mizeme rekonstruovat trojrozmérné struktury objekti (Kubinova, 2004).
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I. Konfokdlni laserovy 2. Konfokalni mikroskop

skenovaci mikroskop s rotujicim
(CLSM) Nipkowovym kotoutem
sk
Laser Light Ratatian e

Specimen

Obr. 5: Srovnani principu sniméani vzorki konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem a konfokalnim
mikroskopem s rotujicim diskem (Nipkowoviv kotou€, na némz je umistén velky pocet navzajem oddélenych

clonek). (Pfevzato z: www.biovis.com)

Dvoufotonovy mikroskop je novy typ optického mikroskopu, ktery poprvé predstavili
americti védci v Cele s Wattem W. Webbem z Cornellovy univerzity v Ithace v roce 1990.
Dvoufotonovy mikroskop umoziuje pozorovat zivé bunky a tkané, piiostfovat vzorky
do hloubky nékolik set mikrometrd. V porovnani s klasickym jednofotonovym konfokalnim
mikroskopem dochézi pifi dvoufotonové mikroskopii k vyrazné menSimu zhaSeni
fluorochromd, to umoziuje snimani kvalitnich optickych ezl tlustSimi vzorky (Kubinova,
2004). Princip dvoufotonového mikroskopu spociva ve vyuzivani specidlniho laseru

k excitaci dvéma fotony (dvojnasobek An.x fluorochromu). Tyto dva fotony jsou

absorbovany témét soucCasné, s Sitkou pulzu fadoveé pouhych 100 femtosekund (Denk, 1990).
Pravdépodobnost dvoufotonové excitace je imeérnd druhé mocning intenzity excitaéniho pole,
tj. je nejvyssi vroviné zaostieni. Vyhodou dvoufotonové mikroskopie je vétsi hloubka
proostieni (az do hloubky 400 pm). Tato vlastnost je rovnéz patrnd i u vzorkul, jejichz
povrchové vrstvy siln€ fluoreskuji. Dalsi vyhodou je zvySeny podil signalu viici Sumu, tedy
1 kontrastngj$i zobrazeni, zejména v hlubSich vrstvach vzorku. Dvoufotonovd mikroskopie
umoznuje presnéjsi studium riiznych vzorka a struktur pti pouziti vicendsobného barveni. Tim
uptesiiuje fadu informaci v oblastech bunécné a molekularni biologie. Zajimavé a piinosna je

rovné¢z moznost detekce jednotlivych molekul a pouzitelnost vyrazné S$irSi Skaly

fluorescencnich barviv (Kubinova, 2004).
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3.2.2. Charakteristika fluorochromu

Fluorochromy jsou vyuZzivané pii zobrazovani konfokalni mikroskopii, zejména diky
vysokému stupni citlivosti a schopnosti vadzat ses biologickymi makromolekulami
(bilkovinami ¢i nukleovymi kyselinami). Fluorochromy maji charakteristickd absorp¢ni
spektra (excitace) a emise. Tyto spektra zobrazuji relativni intenzitu fluorescence. Hodnoty
maximalni vlnové délky excitace a emise odkazuji na dané fluorochromy a jsou pro né
typické. Excitaéni energie je v rozsahu od ultrafialového spektra ptes viditelné svétlo a emisni
energie pokracuje dale od viditelného svétla do infracervené oblasti. Barveni zivych vzorki
by nemélo vyraznéji meénit metabolismus organismu (Semwogerere a kol.,, 2012).
Fluorescen¢ni barviva lokalizuji bunécné struktury (mitochondrie, cytoskelet, Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum nebo jadro), dynamické procesy, pH a reaktivni formy kysliku.
Dale bylo fluorescen¢nich barviv vyuzivano pro genetické mapovani a analyzu chromozomu
(Claxton a kol., 2009). Zasadni pfevrat pro bunécnou biologii a optickou mikroskopii nastal
objevem zeleného fluorescen¢niho proteinu (GFP) z medazy Aequorea victoria (Tsien a kol.,
2006). Vedle nejznaméjsiho zeleného fluorescenéniho proteinu existuji v soucasnosti uz i jiné
formy — zlutd (YFP) a modrozelend (CFP), nebo neptibuzné ¢ervend varianta proteinu (RFP)
z motského koralu Discosoma.

Prvnim fluorochromem na testovani zivotaschopnosti bun¢k byl fluorescein diacetat
(FDA), ktery pronika do zivych bunék ptes plazmatickou membranu. V cytoplazmé je FDA
dale hydrolyzovan na zelené¢ fluoreskujici fluorescein, ktery neni schopen zpétné projit
pfes membranu bunky (Fontvieille a kol., 1992). Piikladem dalSich tradi¢nich fluorochromii
je FITC (fluorescein isothiokyanat), jeden z derivatii fluoresceinu, ktery se vaze na bilkoviny.
Fluoreskuje zelenou barvou pfi excitatnim/emisnim maximu ~ 494/520 nm (Invitrogen,

2012).

3.2.2.1. Fluorochromy pro detekci reaktivnich forem Kkysliku

Jako indikator reaktivnich forem kysliku (ROS) v bunikach se vétSinou pouziva
2¢,7¢-dihydrodichlorofluorescein diacetat (H,DCF DA), ktery je také znamy jako
dichlorofluorescin diacetat. Po odsStépeni acetatovych skupin esterdzami v cytoplazmé je
nefluorescenéni H,DCF DA oxidaci volnymi radikaly pfeménén na vysoce fluorescencni
2¢,7¢-dichlorofluorescein (DCF). Oxidovany H,DCF DA neni pfimo citlivy na singletni
kyslik, ktery ale spolu skyslikem miize nepifimo pfispét k vytvofeni DCF, a to
prostfednictvim jeho reakci s bunéénymi substraty, které poskytuji peroxidové produkty a

peroxylové radikaly. Ukazalo se, ze H,DCF DA oxiduje na DCF, pomoci peroxydusitanového
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anionu (ONOO") a v nepfitomnosti peroxidu vodiku peroxidizou a Fe*". Rovn&z DCF sam o
sob¢ milze pisobit jako fotosenzitizér oxidovaného H,DCF DA, zejména pro piipravu a
urychlovani tvorby DCF. ProtoZe oxidaci DCF a H,DCF DA se vytvafi volné radikaly, musi
jejich pouziti pii méfeni produkce volnych radikali podléhat peclivé kontrole (Invitrogen,
2012a).

Dal$im indik4torem vysoce reaktivnich forem kysliku je 3‘-p-(aminofenyl)fluorescein
(APF) a 3*-p-(hydroxyfenyl)fluorescein (HPF). Tyto dva fluorochromy nabizi vétsi piesnost
a stabilitu nez H,DCF DA, protoze nepodléhaji oxidaci vyvolané svétlem. Oba tyto derivaty
fluoresceinu nejsou fluorescencni, dokud nereaguji s hydroxylovym radikalem nebo anionem
peroxydusitanu. APF reaguje navic s anionem chlornanu. Pfi spolecném pouziti tedy tyto dva
fluorochromy selektivné detekuji anion chlornanu. Po oxidaci vykazuji APF i HPF jasné
zelenou fluorescenci (excitacni/emisni maximum ~ 490/515 nm) (Invitrogen, 2012a).

K detekci singletniho kysliku se pouzivd SOSG (Singlet Oxygen Sensor Green).
Na rozdil od jinych fluorescencnich a chemiluminiscen¢nich detekénich ¢inidel pro singletni
kyslik SOSG nevykazuje zddnou znatelnou odezvu na hydroxylovy radikal nebo superoxid.
Tento indikator zpocatku vykazuje slabou modrou fluorescenci, ale v pfitomnosti singletniho
kysliku se emituje zelend fluorescence (excitacni/emisni maximum ~ 504/525 nm)

(Invitrogen, 2012b).

3.2.2.2. Fluorochromy pro detekci reaktivnich forem dusiku

Pro lokalizaci reaktivnich forem dusiku existuje celd skdla fluorochromt. Mezi
nejcastéji pouzivané fluorescencni barviva patii DAF-FM DA (diaminofluorescein diacetat),
DAN (2,3-diaminonaftalen), DAR-4M AM (acetoxymethylester diaminorhodamin), DAA
(1,2-diaminoantrachinon) a celd fada dalSich (Gomes a kol., 2006).

Pro detekci NO se pouzivaji derivaty fluoresceinu, diaminofluoresceiny (DAF). Tato
metoda je zalozena na reakci vicindlnich aromatickych diaminti s NO v pfitomnosti O,
za uCelem ziskédni odpovidajicich triazend; odpovidajici slouceniny triazolového kruhu
vznikaji spontanné z aromatickych diaminll v neutrdlnim prostfedi. Nejbéznéji se detekce NO
provadi pomoci 4,5-diaminofluoresceinu, derivatu fluoresceinu (Vandelle a Delledonne,
2008). Reakce mezi DAF-2 a oxidacnim produktem NO vede k vytvoieni vysoce
fluorescencniho triazolofluoresceinu DAF-2T. Pro intracelularni NO detekci se pouziva
bunééné propustny derivat DAF-2, zejména DAF-2 diacetdit (DAF-2 DA), ktery mize
proniknout rychle do bun¢k, kde je hydrolyzovan intracelularnimi esterazami na DAF-2

(Kojima a kol., 1998). Vyhodou je, Ze intenzita fluorescence triazolovych derivati DAF je
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nezavisla na pH. 3-amino-4-(N-methylamino)-2¢,7¢-difluorescein (DAF-FM) je zlepSena
obdoba DAF, ktera po reakci s NO dava triazol DAF-FM T, ktery ukazuje stabilni
a intenzivni fluorescenci v Sirokém rozmezi hodnot pH (Vandelle a Delledonne, 2008).
DAF-FM byl poprvé popsan v roce 1998 a jeho charakteristické vlastnosti jsou vyhodné pro
detekci oxidu dusnatého in situ. Pro fluorescencni barveni se vice pouziva jeho diacetatovy
derivat DAF-FM DA (diaminofluorescein). Tento fluorescein je schopny pronikat
plazmatickou membranou, dale generuje silnéjSi fluorescenéni signaly a v delSich vinovych
délkach nez 2,3-diaminonaftalen (DAN) (Invitrogen, 2012c¢). Fluorescenc¢ni barvivo DAN
(2,3-diaminonaftalen) je aromatickd diamino sloucenina, ve skuteCnosti bez fluorescence,
ktera rychle reaguje s NO. Tato reakce vede ke vzniku vysoce fluorescencni latky
2,3-naftotriazolu (NAT, excitacni/emisni maxima ~ 375/415 nm) (Gomes a kol., 2006).
DalSim fluorescenénim indikatorem NO je acetoxymethyl ester DAR-4M
(DAR-4M AM). DAR-4M nevratné reaguje s NO v pfitomnosti O, a produkuje triazolové
formy DAR-4M, DAR-4M T (excitacni/emisni maxima ~ 560/575 nm) (Gomes a kol., 2006).
Pro ptimé zjistovani NO se pouziva 1,2-diaminoantrachinon (DAA, excitacni/emisni maxima
~ 264/494 nm), ktery neni fluorescenc¢ni, dokud nezacne reagovat s NO, poté cCervené
fluoreskuje. DAA se pouziva k detekci zmén NO u sitnice potkani po poranéni zrakového
nervu. Tato metodika umoznuje testovat pisobeni NO v neurodegeneraci, zanétech a jinych

biologickych procesech (Invitrogen, 2012c).
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Tabulka 3: Piehled a parametry vybranych fluorochromt pro detekci RONS.

VInova délka [nm]
Zkratka Cely nazev Pouziti pro detekci Citace
Max. excitace Emise
H,DCF DA 2.7 'dlhydrgf;s:tﬁrﬂuore“em peroxid vodiku (H,0,) a dalsich ROS 498 522 Invitrogen, 2012a
hydroxylového radikalu (OH),
APF 3'-p-(aminofenyl)fluorescein peroxydusitanu (ONOO") a 490 515 Invitrogen, 2012a
anionchlornanu (CIO")
. . hydroxylového radikalu (OHY) a .
HPF 3'-p-(hydroxyfenyl)fluorescein peroxydusitanu (ONOO) 490 515 Invitrogen, 2012a
SOSG Singlet Oxygen Sensor Green singletniho kysliku ('O5) 504 525 Invitrogen, 2012b
HE hydroethidin superoxid (O,7) 510 590 Zhao a kol., 2005
4-amino-5-methylamino-2', 7'- . R “
DAF-FM . . oxidu dusnatého (NO) a dalsich RNS 495 515 Vandelle a Delledonne, 2008
difluorescein
4-amino-5-methylamino-2', 7'- . . «r .
DAF-FM DA . . . oxidu dusnatého (NO) a dalSich RNS 495 515 Invitrogen, 2012c
difluorofluorescein diacetat
DAN 2,3-diaminonaftalen oxidu dusnatého (NO) 365 415 Gomes a kol., 2006
DAR-4M AM ac'eto?cymethyles'ter oxidu dusnatého (NO) v pfitomnosti 560 575 Gomes a kol., 2006
diaminorhodaminu kysliku
DAA 1,2-diaminoantrachinon oxidu dusnatého (NO) 264 494 Invitrogen, 2012¢
DAF-2 DA 4,5-diaminoflorescein diacetat oxidu dusnatého (NO) 495 515 Valderrama a kol., 2007
AF488 Alexa fluor 488 S-nitrosothiolu (RSNO) 495 519 Valderrama a kol., 2007
kovovy fluorofor s médi oxidu dusnatého (NO) a dalSich
CuFL v molekule (CuFLs) RONS 499 520 Albers, 2008
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3.3. Bioluminiscence a dalSi neinvazivni metody detekce RONS

Ultraslaba biofotonova emise v zivych systémech byla poprvé popsana Alexandrem
Gurwitschem v roce 1920. Gurwitsch na morfogenetické teorii pole koreluje ,,ultraslabé
zateni” (fotonova emise 260 nm) bunééného déleni v kvasinkdch a u cibule. O polovinu
stoleti pozdéji doSlo k popisu trvalé emise vSech biologickych systémi na zakladé
jednotlivych fotonli emitovanych ve spektralnim rozsahu ptiblizn¢ 300 az 800 nm s intenzitou
az do nékolika set fotond za sekundu na jeden centimetr. Pivodni popis trvalé emise zivych
organismu se liS§i od bioluminiscence (enzymatické generace fotond, napi. zprostiedkované
luciferazou). Termin biofotony se stdle vice pouzivd pro popis vyznamné casoprostoroveé
emise biologickych systémil, které jsou vystaveny biotickym a abiotickym stresiim (Bennett
a kol., 2005).

Zobrazovani pomoci biofotonii nabizi nové metody pro posouzeni fyziologickych
stavil rostlin. Spontanni ultraslaba fotonové emise (biofotonova emise) pochéazi z biochemické
metabolické reakce zivych organismi. Biofotony nevyzaduji externi chemiluminiscenéni
nebo bioluminiscen¢ni ¢inidla. U sav¢ich bunék se biofotonova emise vyskytuje v prubéhu
imunologickych reakci. Podobné je tomu u rostlin, které generuji biofotony jako odpoveéd
vici patogenim. Biofotonovd emise je zafeni svlnovymi délkami od viditelného
po infracervené svétlo, které je indukované b&hem elektronicky excitovanych molekul
vyskytujicich se v zivych buitkach. Vysledkem emise je reakce radikalt, ktera je provazena
produkci ROS. Intenzita emise je <10"° W cm™, kterd je 10° az 10 krat mensi neZ je
hodnota u viditelného svétla. Ackoli je intenzita emise velmi nizk4, fotony se vztahuji
k metabolické produkci ROS spojené s riznymi typy fyziologickych a patologickych zivych
systémi. Toto je obvykle pozorovano a pouzivano u rostlin, zivo¢ichli a mikroorganismi.
Studie byly analyzovany u rostlin a jejich fyziologickych reakci na razné stresové podnéty,
vcetné biotickych i abiotickych strest. Velmi citlivy systém byl vyvinut pro zobrazovani
in situ biofotonovou emisi a pro vizualizaci ROS souvisejicich s fyziologickymi zménami
v rostlinach. Prvni snimek zobrazeni biofotonovou emisi byl pofizen u virusu mozaiky
okurkové (Vigna unguiculata) (Kobayashi a kol., 2007).

Rostlinna pletiva reaguji na poranéni ridznymi zplisoby — zvySené dychani, syntéza
DNA a RNA, syntéza peroxidazy aj. Poranéna rostlinna pletiva vykazuji zvySeny oxidaéni
metabolismus, chemiluminiscenci a biofotonovou emisi. U kotenil a stonkd Glycine max (L.)

Merrill cv. Bragg byla chemiluminiscence rozsifena v navaznosti na mechanické poskozeni,

wrwe
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ve zranénych rostlinnych pletivech, coz ptispiva k silné emisi. Emise byla vétsi u kofent nez
u stonkll (Salin a Bridges, 1981). Biofotonova emise souvisi s fyziologickym stavem Zivych
bunc¢k a kazdd zména (naptf. mechanicky tlak) se zobrazi ve zméné biofotonové emise.
V experimentu se sazenicemi okurky Cucurbita pepo cv. styriaceae byla nejsilngj$i odezva
pozorovana v misté¢ fezu hypokotylu, kde byly ufiznuty primarni listy. Vratné poSkozeni
homeostazi vede k dlouhodobému zvySeni ultraslabé biofotonové emise. Na rozdil
od nevratného poskozeni homeostazi, které vede ke smrti bun¢k. Umirajici bunky vykazuji
pomérné silnou emisi, kterd nezévisi na pfi¢in€ smrti a snizuje se nepretrzité¢ az do chvile
smrti buniky. Nevratné poSkozeni zpasobi extrémné rychlé a intenzivni zvySeni ultraslabé
biofotonové emise, intenzita a trvani tohoto nariistu je Gzce spojeno s procesem umirani
(Winkler a kol., 2009).

Spontanni biofotonova emise byla métena u riiznych rostlinnych vzorki (kotent, listd,
semen a izolovanych bun€k). Emise je zesilena za podminek, které zpusobuji vznik
reaktivnich forem kysliku a dusiku a oxidacni stres (infekce patogenem, mraz, sucho, oSetfeni
herbicidem). Je tedy pfedpokladano, Ze jednim zmoZnych zdroji spontanni biofotonové
emise zivych organismt je lipidicka peroxidace. Béhem peroxidace membrany lipidi dochézi
k tvorbé latek (napt. singletniho kysliku a tripletnich karbonyli), které maji schopnost
vyzatovat fotony. Oxidace lipidii probiha u rostlin pravdépodobné velmi pomalu, protoze
biofotonova emise pretrvavd pomérné dlouho. Lipidicka oxidace je hlavnim mechanismem,
ktery se podili na autoluminiscen¢nim signalu emitovaném in vivo na listech rostlin. Méfeni
ultraslabé dvourozmérné biofotonové emise lze vysoce citlivou CCD kamerou chlazenou
dusikem. Tato metoda byla pouzita pii méfeni biofotonové emise u listi Arabidopsis
vystavenych fotooxida¢nimu stresu za vzniku malondialdehydu, lipidické peroxidace
amastnych kyselin s hydroxylovou skupinou. CCD kamerou byla také zachycena
hypersenzitivni reakce rostliny na patogen, ktera korelovala s produkci ROS a NO. Ultraslaba
biofotonova emise ma velky potencial pro neinvazivni metody detekce RONS u rostlin (Birtic
a kol., 2011). Metoda méteni ultraslabé biofotonové emise pomoci CCD kamery je vyznamna
pro véasnou detekci oxidacniho stresu a pro neinvazivni detekci RONS. Velkou vyhodou této
metody je jeji jednoduchost pouziti, nevyzaduje vétsi pfipravu vzorkd a biofotonova emise
muze byt métfena i1 na zivych vzorcich.

Studium vztahi mezi patogenem a rostlinou je dualezit¢é pro ochranu rostlin
pted infekcemi. Elicitory jsou molekuly, které se Gcastni interakci rostlina-patogen. Sekrece
elicitord patogenem do okoli a jejich interakce s rostlinnymi buiikami mize vyvolat

hypersenzitivni reakci. Elicitiny tvoii vysoce konzervativni skupinu proteint elicitort, které
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jsou vylucovany oomycetami rodu Pythium a Phytophthora. Biologické funkce elicitinli jsou
v soucasné dob€ znamy, avSak pfi studiu fyziologickych ucinkli na tabaku bylo zjisténo, ze
elicitiny maji schopnost indukovat tzv. systémové ziskanou rezistenci proti napadeni
patogenem. Reakce je vyvolana interakci elicitini s receptorem  umisténym
na cytoplasmatické membrané tabakovych bun¢k slozenych z vapniku a glykoproteinu.
Pfenos signalu pfes receptor spousti fosforylac¢ni-defosforylaéni kaskddu v tabakovych
buitkkdch a vede kalkalinizaci extracelularniho media, dochazi k vyméné drasliku
a chloridovych iont s vapnikem, k tvorbé ROS a zméné sloZeni bunécné stény. Primarni
struktura elicitind se sklada z 98 aminokyselin spojenych disulfidickymi mustky. Elicitiny
mohou byt rozdéleny podle jejich izoelektrického bodu (pI) na A-elicitiny (pI < 7)
a B-elicitiny (pl > 7). B-elicitiny vyvolavaji vétsi nekrdézu nez A-elicitiny, coz je zpiisobeno
zménou stavby a odliSnostmi ve struktufe (Dobes a kol., 2004). Velka pozornost je vénovéana
zastupci z fad rostlinnych patogent Pythium oligandrum Dreschsler, zn¢hoz je ziskan
nizkomolekuldrni protein oligandrin. Studie ukézaly, ze P. oligandrum vyviji velkou
antagonistickou aktivitu proti Sirokému spektru houbovych patogenti, ma schopnost
proniknout do kotfenového systému rajcat (Solanum esculentum Mill. var. Prisca)
bez posSkozeni bun€k a vyvolavd tfadu obrannych reakci na Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (Benhamou a kol., 2001). Fytopatogenni houba Phytophthora cryptogea
vylucuje nizkomolekularni protein — elicitin kryptogein X-24. Tento protein vyvolava
hypersenzitivni reakce a nekrdzy, blokuje transport glukézy v tabaku, chrani tabakové listy
proti ndslednému napadeni patogenem Phytophthora parasitica var. nicotianae (Blein a kol.,
1991). Od pivodniho kryptogeinu X-24 byly vytvotfeny varianty V84F, L41F a L41F/V84F,
které se 1iSi ve schopnosti vazat steroly, mastné kyseliny, produkci ROS a schopnosti
aktivovat obranné geny. Varianta kryptogeinu V84F nevaze steroly ani mastné kyseliny,
aktivuje ROS a expresi obrannych gend. Varianta L41F sniZuje vazbu mastnych kyselin a
produkce ROS, po aplikaci neni patrnd zadné nekroza. Varianta V84F/L41F by neméla vazat
steroly ani mastné kyseliny, exprese obrannych genii a produkce ROS je snizend, po aplikaci

neni patrna zadna nekroza (Dobes a kol., 2004).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Péstovani modelovych rostlin lociky kompasové a inokulace padli ¢ekankového

Lactuca serriola (H58-09-0708 — rezistentni k padli, H58-09-0724 — nachylny k padli)

Semena byla vyseta do vlhkého perlitu (Agroperlite, Novy Ji¢in, Ceskéa republika).
Priblizné po 2 tydnech byly semenacky piesazeny do kvétinacii o priméru 9 cm se smési
zeminy/raseliny v poméru 2:1 a umistény do rastové komory pfi teplot¢ 18/15°C (den/noc),
12h fotoperioda, intenzita ozafeni 100 pmol/m*/s. Pii experimentu byly pouzity rostliny 4-5
tydnt staré (Sedlarova a kol., 2010).

Inokulace byla provedena metodou otisku listu se sporujicim myceliem
Golovinomyces cichoracearum na listy zdravych rostlin Lactuca serriola (4-5 tydni staré).
Rostliny byly nasledné¢ umistény do fytotronu pii teplot¢ 18/15°C a fotoperiod¢ 12/12h
(den/noc). Vzorky z napadenych rostlin byly odebirdny v ¢asovych intervalech 24 h a 48 h

po inokulaci.

4.2. Péstovani modelovych rostlin rajéete a tabaku, aplikace elicitoru

Solanum esculentum cv. Amateur

Semena byla vyseta do navlhdeného perlitu (Agroperlite, Novy Ji¢in, Ceska
republika). Kli¢ni rostlinky byly pfeneseny do plastovych kvétind€li o priméru 7 cm
obsahujici smés zahradni zeminy a raSeliny (2:1, v/v). Rostliny byly péstovany v rlstové
komote pii teploté 20/18°C a fotoperiodé 12/12h (den/noc), svételna intenzita 100 pmol/m?*/s.
Experiment byl provadén na rostlinach ptiblizné 10 tydni starych (Piterkova a kol., 2009).

Infiltrace listli rajcete elicitory byla provedena pomoci injekéni stiikacky bez jehly
ze spodni strany listu proti mirnému tlaku z druhé strany. Elicitor oligandrin byl aplikovan

v koncentracich 10 nM, 100 nM a 1000 nM.

Nicotiana tabacum cv. Samsung

Rostliny tabaku byly vysety do zahradnického substratu a péstovany v kvétinacich
o priméru 9 cm ve fytokomote pii teploté¢ 25/18 °C, fotoperiodé 16/8h (den/noc), intenzité
ozafeni 100 pmol/m?/s a vzdu$né vlhkosti 65 %. Pro pokusy byly pouzity 10 tydnd staré

rostliny.
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Pro aplikaci elicitorti u FDA byly vybrany vzdy 3 rostliny (7-10 tydnt star¢). U kazdé
rostliny byl elicitovan pouze jeden dobife vyvinuty list. Elicitory byly aplikovany tlakovou
infiltraci ze spodni strany listu pomoci injekéni stiikacky bez jehly. V experimentu byly
pouzity tii koncentrace 10 nM, 100 nM, 1000 nM s tim, ze na kazdém listu byla stejna
koncentrace tii raznych elicitori. Segmenty tabdkového listu byly infiltrovany
podle schématu na obrazku 6. V sektoru A byl infiltrovan plivodni kryptogein X-24, v sektoru
B varianta kryptogeinu L41F/V84F, v sektoru C varianta kryptogeinu V 84F a v sektoru D

pro negativni kontrolu deionizovana voda.

S

Obr. 6: Schéma listu tabaku a rozmisténi infiltrovanych segmenti. V sektoru A byl infiltrovan kryptogein X-24,
v sektoru B varianta kryptogeinu L41F/V84F, vsektoru C varianta kryptogeinu V 84F a vsektoru D

pro negativni kontrolu deionizovana voda.

4.3. Lokalizace RONS v listech hostitelskych rostlin konfokalni laserovou skenovaci

mikroskopii

Pro lokalizaci RONS v listech hostitelskych rostlin byl pouzit excita¢ni argonovy laser
s vice spektralnimi ¢arami (457 nm, 488 nm, 515 nm) a celkovym vykonem 30 mW, dale
diodovy laser (405 nm) s celkovym vykonem 20 mW. Preparaty byly snimany a zobrazovany
pocitacovym softwarem Olympus Fluorview 1000 s invertovanym mikroskopem IX81.
Lokalizace RONS byla pozorovana u listi Lactuca serriola. Listova pletiva byla nafezana
na malé¢ kousky a barvena roztoky fluorochromi na podloznich mikroskopickych sklech.

Inkubace vzorkli probihala ve tmé po dany casovy interval. Nasledné¢ byly vzorky
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proplachnuty pufrem, pfikryty krycim mikroskopickym sklem a pozorovany konfokalni

laserovou skenovaci mikroskopii.

Pro detekci RONS byly pouzity nasledujici fluorochromy

SOSG (http://probes.invitrogen.com/media/pis/mp36002.pdf),

H,DCF DA (http://www.enzolifesciences.com/fileadmin/reports/els_452e8a317d.pdf),
DAF-FM DA (http://www.enzolifesciences.com/fileadmin/reports/els_4d166d7773.pdf).

Pro lokalizaci reaktivnich forem kysliku byly vzorky barveny 50 puM roztokem
fluorochromu SOSG. Po obarveni fluorochromem probihala inkubace vzorki 25 min.
V ptipadé¢ barveni vzorku 10 pM roztokem fluorochromu H,DCF DA trvala inkubace 15 min.
Pro lokalizaci reaktivnich forem dusiku byly vzorky barveny po dobu 20 minut pfidanim

20 uM roztoku fluorochromu DAF-FM DA.

4.4. Méreni bioluminiscence rostlinného materialu

Pro méteni dvoufotonové ultraslabé fotonové emise u listd Nicotiana tabacum cv.
Samsung a Solanum esculentum cv. Amateur byla pouZita vysoce citlivda CCD kamera
VersArray 1300B (Princeton instruments, Trenton, New Jersey). CCD kamera byla vybavena
objektivem s 50 mm ohniskovou vzdalenosti a clonovym cislem 1,2 (Nikkor 50 mm, f: 1,2
Nikon, Tokyo, Japonsko). Spektralni citlivost CCD kamery byla v rozmezi 200 az 1000 nm,
vzhledem k pouzitému objektivu byla v§ak omezena na viditelnou ¢ast spektra. Pro sniZzeni
teploty byla CCD kamera chlazena na -110°C pomoci kapalného dusiku (doplnéni dusiku
probihalo vzdy po 12h). Kamera byla umisténa v experimentalni tmavé mistnosti a fizena
pocitatem z provozni tmavé mistnosti. Korekce dat byla provedena pfed méfenim odectenim
Sumu v pozadi. Pro méfeni byly nastaveny parametry CCD kamery: frekvence snimani
100 kHz, zesileni 3, akumula¢ni doba 30 min (Rastogi a Pospisil, 2011). Pfi experimentu byly
pred CCD kameru v tmavé mistnosti nainstalovany tfi rostliny tabaku s infiltrovanymi listy.

Snimani probihalo po dobu 36 h, snimky byly zaznamenavany po 30 minutach.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Lokalizace molekul RONS u Lactuca serriola béhem infekce Golovinomyces

cichoracearum

Pro lokalizaci molekul RONS byly spory Golovinomyces cichoracearum, puvodce
padli ¢ekankovitych, barveny 24 h a 48 h po inokulaci fluorescencnimi barvivy SOSG,
H,DCF DA, DAF-FM DA a nasledné zobrazovany konfokalni laserovou skenovaci

mikroskopii.

5.1.1. Detekce singletniho dusiku

Po obarveni spor fluorescenénim barvivem SOSG byl signdl pozorovéan jiz
po 24 hodinové inkubaci. Singletni kyslik byl detekovan u kli¢icich spor obou genotypt
(obr. 7 A, C), pticemz u kli¢niho vlakna rezistentni varianty Lactuca serriola H58-09-0708
byl signal mirné intenzivnéjs$i nez u varianty H58-09-0724. Po 48 hodinové inkubaci byl
fluorescencni signdl pozorovan ve stejné mife u obou genotypl. Spory u rezistentniho
genotypu H58-09-0708 kli¢i vice a maji delsi kli¢ni vldkna, signél je pozorovatelny v celé
spoie 1 kliénim vlaknu (obr. 7 B). U nachylné varianty H58-09-0724 byla silnéjs$i odezva
v klicnim vlaknu, slabsi pak v samotné spoie (obr. 7 D).

Ptitomnost singletniho kysliku nebyla zatim sledovéna u interakci rostlina-patogen,
experimenty byly provadény u sinic a fas. Sinha a kol. (2011) provad¢l experimenty u sinic
Synechocystis sp. U malych proteinii ve fotosystému II vyvolava intenzivni osvétleni
poskozeni a generovani singletniho kysliku. Singletni kyslik je aktivovan jednoelektronovou
redukci, kterd vede k tvorbé superoxidového anion-radikdlu spoustéjiciho kaskadu reakci
vedoucich k tvorb¢é peroxidu vodiku a hydroxylového radikalu. Vytvotfeny singletni kyslik
a hydroxylovy radikal mutze reagovat s polynenasycenymi mastnymi kyselinami
a aminokyselinami, které¢ vedou k peroxidaci lipidi a oxidacnimu poskozeni proteini.
Zvysena tvorba singletniho kysliku je detekovana zelenou fluorescenci fluorochromu SOSG
a hodnocena konfokalni skenovaci laserovou mikroskopii a elektronovou paramagnetickou
rezonanci (Sinha a kol.,, 2011). Singletni kyslik je produkovan ve fotosyntetickych
organismech vystavenych nadmérné intenzité¢ svétla. Az donedadvna nebyl singletni kyslik
povazovan za signalni molekulu, avSak bylo prokazéano, Ze souvisi s aktivaci genové exprese

u Arabidopsis thaliana a Chlamydomonas reinhardtii. Fischer a kol. (2007) zjistil, ze
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singletni kyslik u Chlamydomonas reinhardtii stimuluje jaderny kodovany gen GPXH

za aktivace signalniho mechanismu mimo membranu thylakoidii (Fischer a kol., 2007).

5.1.2. Detekce peroxidu vodiku a dalSich ROS

V ptipadé spor barvenych fluorescencnim barvivem H,DCF DA byly zaznamenany
dikazy H;O, uobou genotypll Lactuca serriola (H58-09-0724 i H58-09-0708). Po 24
hodinové inkubaci byl pozorovan pouze slabsi signal u kli¢icich spor (obr. 7 E, G). Spory
vsak klicily pouze ziidka. Intenzivnéjsi signal byl znatelny po 48 hodinové inkubaci s tim, Ze
u nachylného genotypu H58-09-0724 byl signal vyraznéj$i a svice kli¢icimi sporami
(obr. 7 H) nez u genotypu rezistentniho H58-09-0708 (obr. 7 F).

ROS jsou jednou zprvnich reakci rostliny na napadeni patogenem. U ryZe
Oryza sativa byly ROS studovany v pletivech listd 0, 3 a 8 h po inokulaci Magnaporthe
grisea, barveni bylo provedeno 10 uM H,DCF DA. Nejvyssi signal byl patrny v cytoplazmé
konidii a v septalni bunécné sténé. ROS byly lokalizovéany v kli¢nich vldknech a v apresoriich
mezi 4 a 8 h po inokulaci (Egan a kol., 2007). U Lactuca spp. napadenych Bremia lactucae
bylo 96 hodin po inokulaci detekovano pomoci DAB hromadéni H,O, v infikovanych
buinkach. V inokulovanych listech byla patrnd ptfitomnost H,O, podél xylémovych cév,
zesilenych sekundarnich bunécénych stén. U rostlinnych pletiv byla pfitomnost peroxidu
vodiku v epidermalnich bunkdch v misté penetrace a kolem mista infekce a v mezofylu
bunck. V ptipad¢ genotypu L. sativa byla nizka intenzita H,O,. U L. saligna byla 6 — 12 h
po inokulaci detekovana odezva H,0,, nejintenzivnéj$i odezva byla patrnd 30 — 36 h
po inokulaci, k mirnému Ustupu intenzity signalu doslo 48 h po inokulaci (Sedlafova a kol.,
2007). V ptipad€¢ naSeho experimentu byly spory Golovinomyces cichoracearum barveny
10 uM fluorochromem H,DCF DA. Slaby signal u kli¢icich spor byl patrny 24 h po inokulaci
u obou genotypli Lactuca serriola (H58-09-0724 1 H58-09-0708). 48 h po inokulaci byl
fluorescencni signal intenzivnéjsi u klicnich vldken nachylného genotypu H58-09-0724 nez

v piipad¢ rezistentniho genotypu H58-09-0708.

5.1.3. Detekce oxidu dusnatého

U spor barvenych fluorochromem DAF-FM DA nebyla NO zaznamenana ani
u genotypu Lactuca serriola (H58-09-0724 je nachylny k padli ani H58-09-0708 rezistentni).
Spory Golovinomyces cichoracearum, inkubované¢ 24 h a 48 h, kliCily jednim az tiemi

kliénimi vlakny, pfesto u nich nebyl pozorovan signal (obr. 7 I-L).
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NO byl detekovan také v pletivech Lactuca spp. inokulovanych plisni salatovou,
Bremia lactucae. Pti pokusu byl pouzit 20 uM fluorochrom DAF-FM DA. Signal byl
pozorovany u vSech testovanych genotypt, které se liSily pouze v rozvoji patogena.
Vyrazngjsi fluorescence se objevila 24 hodin po inokulaci ve Spickach kli¢nich vldken
a apresoriich (Sedlafova a kol., 2011). V ptipadé barveni spor padli Oidium neolycopersici
u Solanum esculentum cv. Amateur a S. chmielewskii byl fluorescencni signal detekovan
(Piterkova a kol., 2009). Barveni fluorochromem DAF-FM DA bylo provadéno v asovém
intervalu 8 — 216 h po inokulaci. Po 8 h od inokulace nebyl v ramci rostlinnych pletiv
detekovany fluorescencni signal. U spor barvenych 20 puM DAF-FM DA byla zaznamendna
intenzivni zelena fluorescence v konidiich, kli¢nich vldknech a apresoriich. Po 168 h a 216 h
po inokulaci nebyla u spor barvenych 10 uM DAF-FM DA patrna z4dna zména v lokalizaci
NO. NO byl lokalizovan v myceliu (na Spickdch hyf a haustoriich) u S. esculentum cv.
Amateur. V piipad¢ S. chmielewskii doslo k odezvé 1 v epidermalnich buikach, které¢ byly
v tésném kontaktu s patogenem nebo v blizkosti mista infekce (Piterkova a kol., 2009).
V praci Prats a kol. (2008) byl NO detekovan na listech je¢mene barvenim konidii
Blumeria graminis 10 pM fluorochromem DAF-2 DA. Po 6 — 10 h po inokulaci byl
detekovan fluorescencni signdl v apresoriu a klicnich hyfach. Nejvyraznéjsi fluorescencni
signal byl patrny pii dozravani apresorii, 11 — 12 h po inokulaci. 20 — 24 h po inokulaci byl
signal velmi slaby. Proménliva intenzita fluorescencniho signalu, pfivedla Prats a kol. (2008)
k myslence, ze NO se béhem zivotniho cyklu B. graminis tvoti ptechodné.

V mé praci nebyl detekovan zadny fluorescencni signal v piipadé barveni spor
Golovinomyces cichoracearum 20 uM DAF-FM DA. Odezva nebyla zaznamenéna u Zadného
z testovanych genotypl Lactuca serriola, v zadném casovém intervalu — 24 h a 48 h
po inokulaci. Tento vysledek je v rozporu s vysSe popsanymi publikovanymi vysledky. Je tedy
mozné, ze zvolené Casové varianty nebyly vhodné a barveni spor probihalo v dobé, kdy NO
nebyl ptfitomen. Rovnéz mohla byt koncentrace NO v pozorovanych sporach nizkéd a tedy
pod detekénim limitem fluorescen¢ni sondy. Problém mohl nastat i v metodice, proto by bylo

vhodné dany experiment zopakovat.
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Obr. 7: Porovnani intenzity fluorescen¢niho signalu spor Golovinomyces cichoracearum inokulovanych na listy
Lactuca serriola (H58-09-0708 — genotyp rezistentni k padli, H58-09-0724 — genotyp nachylny k padli)
a inkubovanych 24 h a 48 h. Spory jsou barveny v roztocich fluorochromt SOSG, H,DCF DA, DAF-FM DA.
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5.2. Bioluminiscence pletiv rostlin po aplikaci stresor

Nejdiive byl provadén experiment u Solanum esculentum cv. Amateur. Listova pletiva
byla infiltrovana elicitorem oligandrinem o koncentracich 10 nM, 100 nM a 1000 nM.
Pfi infiltraci doSlo k mirnému mechanickému poskozeni listu, =zapficinéné tuhosti
infiltrovanych listovych segmentl. Rostlina byla umisténa pted CCD kameru chlazenou
dusikem do tmavé experimentilni mistnosti, kde byla po dobu 36 h méfena ultraslaba
dvourozmérnd fotonova emise. Z vysledkii bylo patré, ze vznikla emise odpovida
mechanickému poskozeni listli pii infiltraci, nikoli odezvé€ rostlinného materidlu na infiltraci
elicitoru oligandrinu. Kvili tuhosti infiltrovanych segmentl listu u Solanum esculentum cv.
Amateur a nejasné odezvé vyvolané elicitorem oligandrinem se pieslo na jiny experimentalni
model.

Testovany byly listy Nicotiana tabacum cv. Samsung a dale byly srovnany aplikace
riznych variant a koncentraci kryptogeind, které vyvolavaji odezvu. Pfi pokusu byly nejprve
pouzity Ctyfi varianty kryptogeind — kryptogein X-24 (plvodni elicitor z Phytophthora
cryptogea) a varianty kryptogeinu se zdménou ¢asti sekvence aminokyselin V84F, L41F,
L41F/V84F. U kryptogeinu L41F nebyla po aplikaci patrna zddna nekréza. Z tohoto divodu
jsme pfiistoupili pii pokusu k aplikaci tii kryptogeinti (X-24, V84F, L41F/V84F) u kterych
byly vidét odliSnosti v bioluminiscenci.

Rostliny infiltrované elicitory podle schématu na obrazku 6 byly nainstalovany
pied CCD kameru do tmavé experimentdlni mistnosti, kde byla po dobu 36 h meéfena
ultraslabd dvourozmérna fotonova emise. V piipadé kryptogeinl s koncentracemi 10 nM
a 100 nM, nebyla patrnd zaddnd emise. U listu infiltrovaného kryptogeiny s koncentraci
1000 nM nastala odezva po 5 h od infiltrace, a to pouze v piipad¢ segmentl s kryptogeinem
X-24 a V84F (obr. 8). Odezva probihala ze stfedu infiltrovaného segmentu, avSak
u kryptogeinu V84F se Sifila rychleji nez u kryptogeinu X-24. Po 36 h od infiltrace byla
odezva v celém infiltrovaném segmentu listu s nejsilnéjSi emisi v oblasti zilek. Po 36 h
od infiltrace je u listovych segmentt infiltrovanych kryptogeiny X-24 a V84F patrné rozsiteni
nekrotickych skvrn (obr. 9).
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Obr. 8: Casova posloupnost ultraslabé dvourozmérné biofotonové emise u listii Nicotiana tabacum cv. Samsung

byla méfena CCD kamerou chlazenou dusikem.
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Obr. 9: Listy Nicotiana tabacum cv. Samsung po 36 h od infiltrace, u kterych byla méfena ultraslaba
dvourozmérna biofotonova emise. Na levé strané je umistén infiltrovany list s koncentracemi kryptogeint

10 nM, uprostied s koncentracemi kryptogeini 1000 nM a na pravé stran€ s koncentracemi kryptogeini 100 nM.

V posledni dobé Bennett a kol. (2005) provadéli experimenty u listd Arabidopsis
thaliana, kde byla patrma biofotonovd emise v prib&hu hypersenzitivni reakce
na Pseudomonas syringae pv. tomato. Biofotonovd emise byla pfechodna, zacala 2 h
po inokulaci a trvala pouze 2 — 3 h. Tato pfechodnd odezva pravdépodobné souvisi
s peroxidaci lipidi a oxidem dusnatym, ktery je produkovan v obranné reakci rostliny
na patogen a ma velky potencial pro aplikaci ve fytopatologickych studiich (Bennett a kol.,
2005). Ultraslaba biofotonova emise byla méfena u listh Pelargonium peltatum cv. Cascade
inokulovanych plisni Sedou Botrytis cinerea. Listy byly inokulovany sporami na tfech
mistech. Kolem kazdého mista byla 3 — 4 dny po inokulaci patrna odezva. Bioluminiscence
obklopujici mista inokulace korespondovala s rozsifenim skvrn plisné Sedé. Intenzita signalu
byla vzestupnd az do 5 dnd po inokulaci, poté byla odezva slabsi. Bylo zjiSténo, Ze
inokulovand ziva rostlinnd pletiva jsou vystavena zvySené spontanni bioluminiscenci.
Nekroticka pletiva hostitelské rostliny projevily pouze slabou emisi (Floryszak-Wieczorek
akol., 2011). Dale Floryszak-Wieczorek a kol. (2011) provadi experimenty u nachylného
a rezistentniho genotypu Solanum tuberosum L. Na listy obou genotypt byly inokulovany
spory plisné bramborové Phytophthora infestans. V piipadé nachylného genotypu
S. tuberosum byla biofotonova emise vyssi nez v pripadé genotypu odolného. Emise trvala

10 — 12 h po inokulaci, potom se signal snizil. V piipad¢ rezistentniho genotypu S. tuberosum
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byla bioluminiscence z pocatku slaba (0 — 10 h po inokulaci), ale v nasledujicich hodinach se
emise zvysila, vrchol nastal 72 — 96 h po inokulaci. Zobrazovéani biofotonové emise pomoci
CCD kamery ukézalo, Ze intenzita emise je spojena s patogenezi a rozvojem nekrozy.
Biofotonova emise vznikla z metabolickych poruch (napft. lipidové peroxidace) a je hlavnim
disledkem oxidacniho stresu u rostlinnych pletiv napadenych P. infestans
(Floryszak-Wieczorek a kol., 2011). V mé praci byly na listy Nicotiana tabacum cv. Samsung
aplikovany Ctyfi varianty kryptogeinti (X-24, V84F, L41F/V84F, L41F) o tfech koncentracich
10 nM, 100 nM a 1000 nM. U kryptogeinu L41F nebyla béhem 36h po aplikaci patrna zZadna
nekroza, proto byly dale aplikovany pouze tii varianty kryptogeinti. V ptipadé kryptogeint
s koncentracemi 10 nM a 100 nM, nebyla 36 h po infiltraci patrnd zddna odezva. Po 5 h
od infiltrace nastala odezva u listu infiltrovaného kryptogeiny s koncentraci 1000 nM,
ato pouze v piipad¢ segmentli s kryptogeinem X-24 a V84F. Odezva se Sifila ze stfedu
infiltrovaného segmentu, u kryptogeinu X-24 probihala rychleji nez u kryptogeinu V84F.
Avsak 36 h po infiltraci byla odezva patrnd u obou variant kryptogeinu v celém infiltrovaném

segmentu listu tabaku.
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6. ZAVER

V této praci byly histochemickym barvenim a konfokalni laserovou skenovaci
mikroskopii lokalizovany RONS a pomoci citlivé kamery meétfena ultraslaba biofotonova
emise. RONS byly lokalizovany v listech Lactuca serriola (genotyp H58-09-0708 —
rezistentni k padli a genotyp H58-09-0724 — nachylny k padli) béhem infekce Golovinomyces
cichoracearum. Listy hostitelské rostliny byly inokulovany sporami padli, 24 a 48 h
po inokulaci barveny fluorochromy pro detekci singletniho kysliku, peroxidu vodiku a oxidu
dusnatého. Singletni kyslik byl detekovan v samotnych sporach a v kli¢nich vldknech padli.
Peroxid vodiku byl lokalizovan u spor barvenych fluorescenénim barvivem H,DCF DA.
Po 24 h od inkubace byl fluorescen¢ni signal slabsi a spory kli¢ily pouze ziidka. AvSak 48 h
po inkubaci byl signal vyraznéjsi a s vice kli¢icimi sporami u néachylného genotypu nez
u genotypu rezistentniho. Oxid dusnaty byl detekovan barvenim spor fluorochromem DAF-
FM DA. Spory kli¢ily jednim az tfemi klicnimi vldkny. Oxid dusnaty nebyl pozorovéan
u zddného genotypu 24 h ani 48 h od inokulace. Tento vysledek je vrozporu s diive
publikovanymi vysledky, nabizi se proto n€kolik moznosti, v kterych mohlo dojit
k pochybeni. Jednak mohla byt koncentrace NO nizkda a tedy pod detekénim limitem
fluorochromu, nebo byly Spatné zvolené Casové varianty barveni, anebo mohl byt problém
v metodice. Ultraslaba biofotonova emise byla méfena CCD kamerou chlazenou dusikem.
Bylo zjisténo, ze patogeneze vede k signalni odezvé po 5 h od infiltrace listu Nicotiana
tabacum cv. Samsung, a to pouze v pripadé 1000 nM kryptogeinu X-24 a V84F. Odezva se
Sifila ze stfedu infiltrovaného segmentu, pficemz u varianty kryptogeinu V84F se Sifila
rychleji nez u plivodni varianty kryptogeinu X-24. Po 36 h od infiltrace byla odezva patrna
v celych listovych segmentech infiltrovanych kryptogeiny X-24 a V84F a korespondovala

s rozsifenim nekrotickych skvrn.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

cADPR

CAT

cGMP
DAF-FM DA
GSNO
H,DCF DA
HR

NOS

NR

RONS

RNS
ROS
SOD
SOSG

cyklicka adenosindifosfat ribosa

katalasa

cyklicky guanosin-3°¢,5‘-monofosfat
4-amino-5-methylamino-2', 7'-difluorescein
S-nitrosoglutathion

2', 7'-dichlorodihydrogenfluorescein diacetat
hypersenzitivni reakce

synthasa oxidu dusnatého

nitratreduktasa

»reactive oxygen and nitrogen species®, aktivni formy kysliku a
dusiku

aktivni formy dusiku

aktivni formy kysliku

superoxiddismutasa
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