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Abstrakt

S-nitrosylace patfi mezi jeden z nejdulezitéjSich molekularnich mechanismi v ramei
bunééné signalizace oxidu dusnatého (NO). S-nitrosylace spociva v reverzibilni
navazani nitroso skupiny na thiolovou skupinu postranniho fetézce cysteinu.
V poslednich letech byla provedena fada studii zabyvajicich se problematikou
zapojeni S-nitrosylovanych proteinli v obranné reakci rostlin pfiplsobeni stresu.
Studia naznacuji, Ze za fyziologickych ¢i stresovych podminek dochazi k vyssi
produkci NO a naslednému zvysSeni produkce S-nitrosylovanych proteint.

Tato prace se zabyva studiem produkce NO a S-nitrosylace v pribéhu ptlisobeni
abiotického stresu (50-200 pumol-1" CdCl, a 50-150 mmol-I" NaCl) u modelového
systému tfi genotypti rajCete (S. [ycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites,
S. lycopersicum cv. Micro-Tom). Cilem studie bylo zjistit, jak aplikace salinitniho
stresu €1 stresu tézkymi kovy ovliviiuje produkci NO. Déle zaznamenat piipadné
zmény hladiny S-nitrosothioli a také S-nitrosylace proteinti. Byl sledovan vliv
na vyvoj kli¢nich rostlin Solanum spp., tj. na fyziologické parametry — délku
primarniho kofene a délku nadzemni casti. Pomoci dvou fluorescencnich sond
(DAF-FM-DA a CuFL) byl sledovan narist hladiny NO u vSech studovanych
genotyplv zavislosti na koncentraci testované latky. Prvotni vysledky také naznacuji
zvysenou produkci S-nitrosothioli a S-nitrosylovanych protein detekovanych metodou
biotin-switch. Oba typy abiotického stresu zplisobily morfologické zmény
v primarnich a postrannich kofenech.
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Abstract

Protein S-nitrosylation, the covalent binding of nitric oxide (NO) to protein cysteine
residues, is one of the main mechanisms of NO signaling in cells. In recent years,
a wide number of studies dealt with the involvement of S-nitrosylated proteins in the
plant defense responses after exposure to stress conditions. It was suggested that stress
conditions leads to the increased levels of NO and subsequent increase in the
production of S-nitrosylated proteins.

This work is focused on the study of NO production and S-nitrosylation during
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CILE PRACE

V teoretické cCasti bylo cilem vypracovani literarni reSerSe zaméfené na roli oxidu
dusnatého u rostlin, charakterizaci S-nitrosylace (mechanismus, biologicka aktivita
S-nitrosothioli ¢1 modifikace vyznamnych rostlinnych proteini). Dale také shrnout
aktudlni poznatky o pouzivanych experimentdlnich metodach pro studium produkce oxidu

dusnatého v mikroskopii a S-nitrosylace proteint.

Cilem experimentalni ¢asti bylo aplikovat abiotické stresové podminky (salinita, t&zké
kovy) na rostliny tfi genotypu rajcete péstované za sterilnich podminek a sledovat jejich
vliv na fyziologické parametry. V kofenech stresovanych rostlin byla stanovena
histochemii produkce NO s vyuzitim dvou fluorescen¢nich sond. Dale byl stanoven obsah
celkovych S-nitrosothiolii Savillovou metodou. S-nitrosylované proteiny byly izolovany,

znaceny pomoci metody biotin-switch a detekovany imunochemicky na membrang.



1 UVOD

Oxid dusnaty (NO) se fadi mezi nejjednodussi biologicky aktivni molekuly. Od konce
90. let minulého stoleti se tato molekula stala pfedmétem intenzivnich studii jak
v zivo€iSnych, tak 1 vrostlinnych systémech. NO ma in vivo funkci tzv. univerzalniho
posla hrajicitho dilezitou roli uftady fyziologickych a patofyziologickych procest.
U zivo¢ichii md vyznamnou funkci v kardiovaskuldrnim systému, kde reguluje tonus cév
a krevni tlak. Psobi rovnéz jako uc¢inné plicni vazodilatans, ¢ehoz se vyuziva k 1é¢bé
akutnich 1 subakutnich plicnich hypertenznich stavi. V rostlinach se NO podili na regulaci
kliceni, rastu kofenli, zavirani praduchd, kveteni, programované bunéné smrti

¢1 je produkovan v obrannych reakcich pti plisobeni stresovych faktord.

S-nitrosylace patfi mezi jeden z nejdiilezitéjSich molekularnich mechanismu, kterym
NO reguluje funkce proteinii. Vznik S-nitrosylovanych proteini spociva v kovalentnim
navazani nitroso skupiny (-NO) na thiolovou skupinu postranniho fetézce cysteinu
za vzniku S-nitrosothiolu (RSNO). S-nitrosoglutathion (GSNO), stabilni zasobarna NO
in vivo, je nejvyznamnéjSim predstavitelem nizkomolekularnich RSNO. V signalnich
dréhach se vyznamné se podili na procesu trans-nitrosylace, kdy dochazi k pienosu
-NO skupiny mezi thioly. Na odbouravani GSNO v bunkich se podili enzym
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR). Katalyzou NADH-dependentni redukce GSNO
vznikéd oxidovany glutathion (GSSG) a amoniak (NH3). Tato reakce ma kliCové postaveni

v udrzovani homeostazy NO v bunkéch.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Role oxidu dusnatého u rostlin

Oxid dusnaty (NO) zacal byt pfedmétem intenzivniho studia na poc¢atku 90. let uplynulého
stoleti zeyjména v oblastech mediciny, biochemie, fyziologie a genetiky. Nejprve byl NO
studovan u zivocichli, kdy v roce 1986 byl popséan jako u¢inny endogenni vasodilatator
v endotelidlnich bunkéch (Ignarro et al., 1987). Vroce 1992 byl NO piid€len titul
"molekula roku" a o Sest let pozdé¢ji v roce 1998 byla udélena Nobelova cena za fyziologii
a medicinu za objev NO v kardiovaskularnim systému skupiné¢ veédci Robertu
Furchgottovi, Louisi Ignarrovi a Feridu Muradovi. Ptestoze je vyzkum NO v Zivo¢isnych
syst¢tmech mnohem pokrocilejsi, v poslednich desetileti byla vénovana pozornost
mechanismu syntézy NO 1 u rostlin. Ve srovnani s zivo€ichy byla emise NO u rostlin
pozorovana mnohem dfive, a to jiz vroce 1975 L. A. Klepperem v rostlindch soji

oSettenych herbicidy.

NO je maly, volny reaktivni radikdl s 15 elektrony, z toho jeden je neparovy
(Krasylenko et al., 2010). Diky jeho lipofilni povaze mize voln¢ difundovat pies bunééné
membrany a dostavat se snadno do buiiky. Ma rovnéz kratky polocas rozpadu, ktery lze
urCit v biologickych systémech v tadu sekund (Thomas ef al., 2001). Jednd se o tzv.
univerzalniho posla, ktery hraje dalezitou roli v fad€ fyziologickych a patofyziologickych
procesech. Obecné se NO podili na regulaci kli¢eni, rtstu kofenti, zavirani priduchi,
kveteni, programované buné¢né smrti (Martinez-Ruiz a Lamas, 2007). NO se také vytvaii
ve velkém mnoZstvi pii obrané hostitele a imunologickych reakcich, kde poméaha blokovat
replikaci vir, zabijet bakterie a jiné napadajici mikroorganismy (Tuteja et al., 2004).
Mimo jiné se pii stresovych podminkach podili na odpovédi a v mechanismech odolnosti

na razné formy biotickych 1 abiotickych faktort u rostlin (Wendehenne et al., 2005).
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Obr. 1 Souhrn hlavnich funkci NO pii fyziologickych a patologickych procesech u rostlin
(upraveno podle Corpas a Barroso, 2014).

2.1.1 Biosyntéza NO

Biosyntéza NO u rostlin miize probihat riznymi enzymatickymi i neenzymatickymi
cestami. V poslednim desetileti bylo vynaloZeno znaéné Gsili najit enzym, ktery produkuje
NO reakénim mechanismem obdobnym jako NO-synthasa (NOS) v Zivoc¢iSnych buiikéch.
Rada publikaci naznacuje ptitomnost NOS aktivity u rostlin, ale existence tohoto enzymu
nebyla doposud jednoznacné experimentdlné¢ prokazana. Studie Foresi et al., 2010
prokazala existenci tohoto enzymu u nizs$i rostliny Ostreococcus tauri, avsak u vy$§ich rostlin
nebyly dosud popsany homologni geny (Frohlich a Durner, 2011).

Prvnim jednozna¢n€ identifikovanym enzymovym zdrojem NO u rostlin
je nitratreduktasa (NR, EC 1.7.1.1). Jeho hlavni uloha spociva v redukci dusi¢nant
na dusitany. Ma dvoji roli: asimilacni a disimilacni. Disimilace slouzi k reoxidaci NADH

v respiracnim fetézci. Dusi¢nan je zde terminalnim akceptorem namisto kysliku a je pevné
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vazan na membranu k cytochromu b. Asimilaéni nitratreduktasa se vyskytuje predevsim
v chloroplastech. Redukuje dusi¢nan pies dusitan az na amoniak. Redukénim ¢inidlem
je NADH ¢i NADPH pochézejici z cytosolu. Zdroj redukcnich ekvivalenti predstavuje

ferredoxin, a proto redukce dusi¢nanti v rostlinach probihéd pouze na svétle.

Ptikladem dal§iho mozného enzymového zdroje NO je nitrit:NO reduktasa (EC 1.7.2.1).
Katalyzuje redukci dusitanu na NO, jehoz lokalizace byla popsédna v plazmatické
membrané¢ kofenovych bunék tabdku spolecné s kotenové-specifickou formou

nitratreduktasy (Neill et al., 2008).

Disimilace nitratu

NO;  No,;  NO, @
([ NAD(P)H ]

NAD(P) ferredoxin q)
’ C ‘>[ fotosyntéza ]
. ferredoxin oy,

Obr. 2 Disimila¢ni a asimilaé¢ni funkce nitratreduktasy. V respiracnim fetézci dochazi k reoxidaci
NADH. Dusi¢nan, pevné vazany na membranu pies cytochrom b, je kone¢nym akceptorem
elektronu. K asimilaci nitratu dochazi v chloroplastech. Dusi¢nan je redukovan pies dusitan
na amoniak. Redukénim c¢inidlem je cytosolarni NADH nebo NADPH. Ferredoxin je zdrojem
redukénich ekvivalentdl, a proto tento proces probihd pouze na svétle (upraveno podle Fancy et al.,
2016).

Asimilace nitratu




K biosyntéze NO v rostlinnych buiikdch mohou za ur€itych podminek vyznamné
piispivat také neenzymové procesy. Napiiklad nizké pH v apoplastu podporuje
neenzymovou redukci dusitanu, kdy dochazi kjeho pfeméné na NO a dusi¢nan.
Pti fyziologickych hodnotach pH dochazi k chemické redukei dusitanu kyselinou
askorbovou na NO a kyselinu dehydroaskorbovou (Stohr a Ullrich, 2002). Dalsi
neenzymova biosyntéza NO katalyzovanad karotenoidy probihajici v membrénach

chloroplastt je svétlem zprostfedkovana preména NO, na NO (Qiao a Fan, 2008).

N>
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: NOy|
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Cytochrome P450; NOS N O - NOs E
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Obr. 3 Schématické znazornéni vzniku NO enzymatickou i neenzymatickou cestou. NO je
produkovan aktivitou enzymu NO synthasy (NOS). NOS katalyzuje oxidaci Nw-atomu
guanidinové skupiny L-argininu za vzniku NO a L-citrulinu. Meziproduktem je No-hydroxy-I-
arginin (NOHA). Produkce NO byla popsana i v souvislosti s polyaminy, jejichz jednim
z prekurzord je L-arginin. NO miZe vznikat také neenzymovou reakci NO,, kterou ptedstavuje
naptiklad redukce za kyselého pH a svétlem pohanéna redukce v pfitomnosti karotenoidd.
NO vznika jako vedlej$i produkt pifi denitrifikaci, nitratové asimilaci nebo respiraci (upraveno
podle Gill et al., 2013).



2.1.2 Signalni drahy NO

Zapojeni a funkce NO vrostlinnych signalnich mechanismech jsou podobné jako
u zivoc€ichti vyznamné podminény jeho vysokou reaktivitou, kterd je zavisla 1 na lokalizaci
potencialniho reakéniho partnera. Mezi nejcastéjSi reakéni partnery patii napt. reaktivni
formy kysliku (ROS), pfechodné kovy v hemovych strukturach, thioly a lipidové radikaly
(Tuteja et al., 2004). Signalni drahy NO v rostlinach, stejné jako u zivocichtl, se rozdéluji
na drahy cGMP-dependentni a cGMP-independentni. Poznatky o signalnich funkcich NO
v rostlinadch jsou oproti Zivo€ichlim stale relativné omezené, 1 piesto, Ze byly popsany
nékteré vyznamné €asti signalnich drah NO zahrnujici sekundarni posly, jako jsou cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP), cyklicka adenosindifosfatribosa (cADPR) a zmény hladin
cytosolického véapniku. Mezi signalni drahy NO dale pattfi fosforylace MAP kinas,

nitrosylace cysteint a nitrace tyrosinitt (Romero-Puertas et al., 2004, Courtois et al., 2008).

cGMP-dependentni drdha spociva ve vazbé NO na hemovou prosthetickou skupinu
guanylat cyklasy, coz vede ke zvySeni produkce cGMP. cGMP-independentni draha
aktivuje proteinkinasy aktivované mitogenem (MAPK) (Klessig et al., 2000). Aktivace
MAPK indukuje signalni drahy kyseliny salicylové (SA), kyseliny jasmonové (JA)
a ethylenu. Kromé toho, vSechny tyto signdly zvySuji antioxida¢ni aktivitu a nésledné
zvySuji odolnost vic¢i oxidativnimu stresu (Grant et al, 2003). Aktivace MAPK ma

za nasledek reverzibilni fosforylaci enzymt regulujici jejich aktivitu.

Ca?*kanaly —> volny Ca?*
cGMP/ ¥ ¥
cADPR

MAPK a daldi kinasy — signdlnisit _)[bunét":né odezva ]

\> proteiny se signalni funkci /
GSH T

GSNO —™> NO

Obr. 4 Schématické znazornéni signalnich drah NO v rostlinnych butnikdch. Primarni cile
NO zahrnuji mitogenem aktivované proteinkinasy (MAPK) a Ca* kanaly regulované
prostfednictvim zmén hladin ¢cGMP a cADPR. NO moduluje aktivitu proteinii nitrosylaci
thiolovych skupin. Stabilni metabolit S-nitrosoglutathion (GSNO) muze slouzit jako prenasec
signalu NO pro jeho uvolnéni a interakce ve vzdalenych cilech (upraveno podle Piterkova et al.,
2008).



2.1.3 Funkce NO pri ptisobeni abiotického stresu

Rostliny v pribéhu svého zivota musi Casto reagovat na fadu riznych abiotickych
a biotickych stresovych podminek, jako jsou napiiklad extrémni teploty, sucho, tézké
kovy, salinita ¢i napadeni patogenem (Corpas et al., 2011). Piehled jednotlivych
abiotickych a biotickych stresovych faktora je zndzornény na Obr. 5.

NO ma u rostlin dvoji plsobeni: za fyziologickych podminek reguluje ftadu
komplexnich biologickych procesti, napt. podporuje normalni rast a vyvoj rostlin (Beligni
a Lamattina, 2001; Stohr a Stremlau, 2005; Tun ef al., 2006), dormanci a kli¢eni semen
(Neill et al., 2002), pohyb svéracich bun€k priducht (Desikan et al., 2002) ¢i lignifikaci
bunééné stény (Pacoda et al., 2004). Naopak za patologickych podminek muize plsobit
cytotoxicky (Leshem a Haramaty, 1996). Bylo prokazano, ze vyssi hladiny NO mohou vést
od poskozeni fotosyntetického elektronového transportu, pies inhibici rastu kofent,

az k bunécné smrti (Leshem et al 1998, Pedroso et al, 2000).

mechanické Uéinky vétru
—FYZIKALNI ~‘: nadmérné zafeni (UV, viditelné)

L extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

ABIOTICKE FAKTORY - nedostatek vody (sucho)
nedostatek kKysliku
nedostatek Zivin v pudé

L CHEMICKE nadbytek iontl soli a vodiku v padé

toxické kovy a organické latky v pudé

herbivorni Ziveéichové (spasani, poranéni)
BIOTICKE FAKTORY: patogenni mikroorganismy (viry, mikroby, houby)

vzajemné ovliviovani

Obr. 5: Celkovy prehled jednotlivych abiotickych a biotickych stresovych faktort (upraveno podle
Prochazka et al, 1998).



Pti abiotickém stresu jsou generovany volné radikaly a dochdzi zejména ke zvySovani
hladin ROS zejména v chloroplastech, mitochondriich a peroxisomech (Mano, 2002), coz
vede k oxidacnimu stresu v bunkach (Mittler, 2002) a zarovenn dochazi k vyvolani
produkce NO. V poslednich letech byla vénovana velkd pozornost zapojeni
NO pfipisobeni salinitntho stresu. Primdrni G¢inky salinity se skladaji
z hyperosmotického stresu a iontové nerovnovahy (Hasegawa et al., 2000). ZvySena
produkce endogenniho NO vyvoland salinitnim stresem byla pozorovana napiiklad
v bunécné suspenzi tabdku (Gould et al., 2003) ¢i u mutantu Arabidopsis Atnoal
s poruchou NOS aktivity, kdy byla zjisténa vétsi citlivost vici chloridu sodnému nez
u divokého typu (Zhao et al., 2007). Nedavna studie Manai et al., 2014, zabyvajici
se studiem role NO v kofenech rostlin rajcetepo aplikaci salinitniho stresu, objasnuje
propojeni mezi redoxni homeostizou a metabolismem ROS a RNS. Salinita vedla
ke snizeni produkce redoxnich molekul (NADPH, GSH), coZ bylo vyvolano v disledku
zmén aktivity jejich metabolickych enzymt, kterymi jsou NADP-dehydrogenasa
(EC 1.6.99.1), S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR, EC 1.1.1.284), glutathionreduktasa
(EC 1.8.1.7) a guajakolperoxidasa (EC 1.11.1.7). Hladiny S-nitrosoglutathionu (GSNO),
vzniklého reakci volného radikalu NO s redukovanym glutathionem (GSH), jsou v kofeni
rajCete za fyziologickych podminek stejné jako hladiny oxidované¢ho glutathionu (GSSG).
Pti pisobeni salinitniho stresu dochazi ke snizeni obsahu GSNO a soucasné se zvySuje
hladina NO, coz bylo prokazano jiz diivéjSimi studiemi v kotenech Arabidopsis (Corpas et
al., 2009a; Leterrier et al., 2012a,b), slune¢nice (David et al., 2010) a listech olivovniku
(Valderrama et al., 2007), citrusovniku (Tanou et al., 2009, 2012) ¢i kukutice (Bai ef al.,
2011).

Kadmium (Cd) je siln¢ fytotoxicky tézky kov, ktery se do plidy vétSinou dostava
ze zemédé€lstvi nebo primyslu. Mezi hlavni ptiznaky vyvolané toxicitou Cd tadime
zakrnély rust, chlorézu, inhibici fotosyntézy, inaktivaci enzymi fixujici CO,, potlaceni
kliceni pylu a naruSeni metabolismu siry (Gill a Tuteja, 2011). Uz 1 pii koncentraci
5-10 pg'g’ (stanoveno v susing) se stava toxicky pro vétdinu rostlin a pii vyssich
koncentracich zptisobuje smrt (White a Brown, 2010). Cd rovnéz siln¢ indukuje tvorbu
ROS (Lim et al., 2006) a NO (Kopyra et al. 2006; Arasimowicz-Jelonek ef al. 2012). Rada
studii podporuje hypotézu, ze tézké kovy vedou k indukci tvorby NO zdosud
neidentifikovaného zdroje, coz umoziiuje antioxidacni ptisobeni NO: a to bud’ jeho pfimou
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reakci s ROS ¢i pfes aktivaci antioxidacnich enzymi. Napiiklad po exogenni aplikaci
nitroprussidu sodné¢ho (SNP), donoru NO, doslo u ryZe ke sniZzeni fytotoxicity méd’natych
iontd (Yu et al. 2005). Rovnéz u pSenice bylo po aplikaci NO a médnatych iont
pozorovano zvySeni klieni, narist aktivity vyznamnych antioxida¢nich enzymul -
superoxiddismutasy (EC 1.15.1.1) a katalasy (EC 1.11.1.6) (Hu et al. 2007; Cui et al.
2009). V bun&éné kultufe soji po aplikaci Cu*™ i Cd*" byly rovnéz pozorovany schopnosti
NO fungovat jako lapa¢ ROS 1 aktivovat antioxida¢ni enzymy (Singh et al. 2008).
Z dalSich studii 1ze zminit, Ze aplikace exogenniho NO zmirnila toxicitu arsenu u ryze
a fazole mungo, a to diky sniZeni hladiny malondialdehydu a akumulovanych ROS diky
indukci antioxida¢nich enzymt (Singh et al., 2009; Jin et al., 2010; Ismail 2012).

2.2 S-nitrosylace

S-nitrosylace patii mezi jeden z nejdulezitéjSich molekularnich mechanismi, kterym NO
reguluje funkce proteinti. S-nitrosylované proteiny vznikaji po kovalentnim navazani
nitroso skupiny (-NO) na thiolovou skupinu (-SH) postranniho fetézce cysteinu (Gaston et
al., 2003). Podobné jako fosforylace proteinii, S-nitrosylace je reverzibilni a mistné

specifickd, avSak probihd bez enzymové katalyzy.

S-nitrosoglutathion(GSNO) je nejrozSifenéjSim  zastupcem nizkomolekuldrnich
S-nitrosothioli v rostlinnych bunkach. Podili se zejména na transportu NO
a na trans-nitrosacnich reakcich, kdy je —-NO skupina pienesena na —SH skupinu jiné
molekuly (Martinez-Ruiz a Lamas, 2004). Regula¢ni role GSNO v procesu S-nitrosylace je
shrnuta na Obr. 6.



R-SH R-SNO

GSNO

Askorbat,
tézké kovy

A\ 4

R-SN
GSSG + NH, _

Obr. 6 Regulace S-nitrosylace. S-nitrosylace spociva v kovalentnim navazani nitroso (-NO)
skupiny na thiolovou (-SH) skupinu cysteinu za tvorby S-nitrosothiolu (SNO). SNO vazba je
reverzibilni a zna¢né labilni, a to zejména vlivem askorbatu, t€Zkych kovi ¢i glutathionu (resp.
redukénich ¢inidel). S-nitrosoglutathion (GSNO) je stabilni zasobarna NO in vivo. Vyznamné
se podili na procesu trans-nitrosylace (pfenosu NO skupiny mezi thioly). KliCovym enzymem
premény GSNO je S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR). Katalyzou NADH-dependentni redukce
GSNO vznika oxidovany glutathion (GSSG) a amoniak (NH;) (upraveno podle Fancy ef al., 2016).

2.2.1 Stabilita S-nitrosothiolu

Diky tomu, Ze je vazba S-NO siln€ polarizovand, a tudiz nestabilni, dochazi ke snadnému
uvoliovani NO (Shahaniet al., 2011). Piedpokladéd se, Ze S-nitrosothioly (RSNO) jsou
nestabilni ve vysoce redukénim prostiedi cytosolu obsahujici velké mnozstvi redukénich
molekul (Sen, 1998). Mimo jiné, hladina RSNO in vivo pfimo zéavisi na koncentraci
glutationu (GSH). Na zédklad¢ téchto poznatkii malé molekuly RSNO maji poloc¢as rozpadu
v biologickych roztocich v fddu sekund az minut (Mayer et al., 1995, Singh et al, 1996).
AvSak byla identifikovdna mald skupina nezvykle stabilnich RSNO, tzv. S-nitrosoproteini.
Ptiklady téchto proteinli jsou: kreatinkinasa, a-tubulin, B-tubulin, CRMP-2 nebo GAPDH.
Pravdépodobné dochazi ke zméné konformace proteinu, ktera umozni ochranu NO skupiny

pted pristupem redukénich ¢inidel (Paige et al., 2008).
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Stabilitu RSNO ovliviiuje fada faktort, jako je teplota, svétlo, kationty prechodnych
kovili, pH a pfitomnost kysliku (Stamler a Toone, 2002). Monomolekularni $tépeni vazby
S-NO miliZze probihat homolyticky nebo heterolyticky. Za fyziologicky vyznamngjsi
je povazovano Stépeni homolytické, jehoz produkty jsou disulfid a NO. Homolytickym
rozkladem RSNO na ultrafialovém svétle dochazi ke vzniku NO a RS radikalt (Singh
et al., 1996). Také tada riiznych kationtti pfechodnych kovii se podili na rozpadu vazby.
Pfidanim chelata¢nich ¢inidel, kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) nebo
neocuproinu Ize rozkladu RSNO zabranit (Singh e al., 1996). K degradaci
nizkomolekularnich a proteinovych S-nitrosothiolti €inn€ a rychle napomahaji redukéni
latky pritomné v cytosolu. K ochrané RSNO v cytosolu pfispivaji vacky, bunécéné

membrany nebo hydrofoébni ¢asti molekul (Rafikova et al., 2002).

U rostlin byly popsany dva klicové enzymy katalyzujici odbourani S-nitrosothioli:
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR, EC 1.1.1.284) a thioredoxinreduktasa
(TR, EC 1.8.1.9). GSNOR patti do rodiny zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas
ttidy I1I. Dfive byla oznaCovéana jako glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
(FALDH, EC 1.2.1.46) diky schopnosti katalyzovat NAD'-dependentni oxidaci
formaldehydu (Koivusalo ef al.,, 1989). GSNOR hraje dualezitou roli pii regulaci
intracelularni hladiny GSNO a S-nitrosothiolli, tudiz ma ddlezité zastoupeni v celkovém
metabolismu NO a RNS. Jednd se o kliCovy enzym katabolismu GSNO, ktery vSak
zaroven neptimo ovliviiuje hladinu ostatnich RSNO. V prvnim kroku reakce (9) je GSNO
pieveden na nestabilni intermedidt N-hydroxysulfidamid (GS-NHOH). GS-NHOH dale
muze reagovat (10) s glutathionem (GSH) za vzniku glutathiondisulfidu (GSSG)
a hydroxylaminu (NH,OH). Mimo jin¢ muze dochazet ke spontannimu pteskupeni
GS-NHOH na glutathionsulfinamid (GSONH,), ktery je v kyselém prostiedi hydrolyzovan
na glutathionsulfinovou kyselinu (GSOOH) a amoniak (11) (Liu ef al., 2001).

GS-NO + NADH + H" — GS-NHOH + NAD" (9)

GS-NHOH + GSH — GSSG + NH,OH (10)

GSONH, + H,0 — GSOOH + NH," (11)
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V nékolika publikacich byla potvrzena vyznamny tloha GSNOR v obranné odpovédi
pfi pisobeni tézkych kovi. Jako ptiklad miZeme uvést studii Barroso et al., 2006,
ve kterém popisuji 30% snizeni aktivity a exprese GSNOR u listd Pisum sativum poté,
co byly oSetfeny 50 pmol-I" chloridem kadmnatym. Podobny trend byl pozorovan
u semenackt A. thaliana rostoucich MS médiu v pFitomnosti 500 pmol-1"arseni¢nanu

(Leterrier ef al., 2012).

2.2.2 Regulace vyznamnych rostlinnych proteini pri ptisobeni

abiotického stresu

V poslednich letech byla provedena tada studii zabyvajicich se problematikou zapojeni
S-nitrosylovanych proteini v obranné reakci rostlin pfi pisobeni stresu. Detailnéji bylo
analyzovano nékolik specifickych S-nitrosylovanych proteini jako jsou naptiklad
metakaspasy, peroxiredoxiny, methioninadenosyltransferasy (MAT) a glyceraldehyd-3-
fostatdehydrogenasa.

Peroxiredoxiny (EC 1.11.1.15) zastupuji skupinu antioxidacnich enzymii schopné
redukovat Sirokou Skdlu substrati odvozenych od reaktivnich forem kysliku (peroxid
vodiku, alkylhydroperoxid a peroxydusitan). U rostlin a sinic byly popsany 4 ttidy
peroxiredoxinil, a to 2-CysPrx, 1-CysPrx, PrxQ a typy PrxIl (Dietz, 2011). Aktivita
peroxiredoxinu II E (PrxII E), ktery se vyskytuje ve stromatu chloroplasti, je inhibovéana
S-nitrosylaci Cys121 v aktivnim misté, kterd vede ke snizené schopnosti rostlinnych bunék
odbouravat peroxydusitan (Romero-Puertas et al., 2007). Rovnéz u dalSich forem
cytosolarni PrxII B a mitochondrialni PrxII F byla popsana S-nitrosylace (Lindermayr et

al., 2005).

Metakaspasy hraji kliCovou roli v apoptotické signdlni kaskadé¢ vedouci k zahdjeni
apoptosy - programované bunééné smrti. Jednd se o proteasy s cysteinem v aktivnim miste,
které Stépi peptidovou vazbu specificky za aspartaitem (Martinez-Ruiz a Lamas, 2007).
Kaspasy jsou exprimovany v neaktivni form¢ jako tzv. prokaspasy a pro vznik aktivnich
tetrametrickych enzymii musi byt proteolyticky Stépeny. Inhibice autoproteolytické
aktivity prometakaspasy 9 byla popsdna diky S-nitrosylaci Cys147 v bunétné kultute
Arabidopsis (Belenghi et al., 2007). Intracelularni hladina NO ovliviluje signalni drahy
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vedouci k zahajeni programované bunééné smrti, a to bud anti-apoptoticky nebo
pro-apoptoticky v zavislosti na typu buiiky, koncentraci NO a dalSich faktorech. NO mtize
pusobit jako endogenni inhibitor apoptosy dvéma riznymi mechanismy, které vedou
ke konecnému potlaceni aktivity kaspasy-3 a dochazi k zastaveni apoptosy (Kim et al,
1997). Naopak, za urc¢itych podminek mohou NO, peroxydusitan a S-nitrosothioly
vykazovat pro-apoptoticky ucinek. Naptiklad vyrazné zvySend hladina NO vedek otevieni
pori vnitini membrany mitochondrii, dochazi k uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu

a k aktivaci apoptotické signalni drahy (Brookes et al., 2002; Schonhoff et al., 2003).

Glyceraldehydfosfat-3-dehydrogenasa (GAPDH, EC 1.2.1.12) je enzym patiici
do skupiny oxidoreduktas. Jednd se o jeden z klicovych enzyma glykolyzy, kde katalyzuje
v piitomnosti  NAD" a anorganického fosfatu pfeménu glyceraldehyd-3-fosfatu
na 1,3-bisfosfoglycerat. Po mnoho desetileti byl GAPDH povazovan pouze jako
glykolyticky enzym, ktery piisobi hlavné v cytoplasmé. AvSak celd fada studii naznacuje,
7ze GAPDH je multifunkénim proteinem, ktery hraje diileZitou roli pfi genové transkripci,
replikaci a opravach DNA 1 exportu jaderné RNA (Zheng et al., 2003; Singh a Green,
1993). Dalsi vyznamnou funkci GAPDH je uloha v pribéhu bunééné smrti (Martinez-Ruiz
a Lamas, 2007). Isoformy tohoto enzymu jsou v rostlinich lokalizovany v jadfe, cytosolu
a plastidech. Bylo zjisténo, ze aktivita cytosolarni GAPDH je inhibovana S-nitrosylaci Cys149
v katalytickém misté (Lindermayr et al., 2005;Holtgrefe et al., 2008).

Souhrnny piehled regulacni role procesu S-nitrosylace pii ptisobeni abiotického stresu

je znazornén na Obr. 7.
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Obr. 7 S-nitrosylace reguluje rozdilné pochody v signalnich drahach pii pdsobeni abiotického
stresu. Béhem abiotického stresu dochazi k modifikaci fady proteinti, naptiklad antioxida¢nich
enzymu (PrxIl, peroxiredoxin II; MDAR, monodehydroaskorbatreduktasa; CAT, katalasa; APX,
askorbatperoxidasa; GR, glutathionreduktasa; DHAR, dehydroaskorbatreduktasa), proteind
bunééného metabolismu (Rubisco, ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa; GAPDH,
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa), metabolismu ROS (GOX, glykolatoxidasa) ¢i RNS (AHbl1,
hemoglobin 1) a také programované bunécné smrti (Trx, thioredoxin; GAPDH, glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasa) (upraveno podle Fancy ef al., 2016).

2.3 Experimentalni metody studia produkce NO a S-nitrosylace

2.3.1 Fluorescen¢ni sondy DAF-FM a DAF-FM diacetat

Vzhledem k tomu, ze produkce NO v rostlinach neptfesahuje mikromolarni koncentrace, je
nezbytné pouZzivat takovou fluorescenéni sondu, kterd je dostateCné citliva, specificka
a selektivni pro detekci NO. Mezi prvni sondy pouzivané k detekci NO pattily naftalen-
2,3-diamin (DAN) (Wada et al., 2002) nebo 4,5-diaminofluorescein (DAF-2) (Jourd’heuil,
2002) reagujici s NO za ptitomnosti kysliku a za vzniku triazoli. Bohuzel tyto sondy
nejsou dostatecné selektivni pro detekci NO, protoZze reaguji 1 s dusitany.
Sondy 4-amino-5-methylamino-2°,7‘-difluorescein (DAF-FM) a 4-amino-5-methylamino-
2¢,7¢-difluorescein diacetat (DAF-FM DA) tyto pozadavky spliuji a jsou velmi Casto

pouzivany pro stanoveni nizkych koncentraci NO.
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DAF-FMDA je schopny prostupovat do buiiky pasivni difuzi pfes bunééné membrany.
Uvniti bunék reaguje s intracelularnimi esterasami za vzniku DAF-FM, ktery ma velmi
malou schopnost fluorescence. Fluorescencni schopnosti se vyrazné zlepsi po reakci
s oxida¢nimi produkty NO. Vysledkem je wvznik fluorescencniho triazofluoresceinu

(DAF-FM T) (Kojima ef al., 1998). Celé schéma reakci je znazornéno na Obr. 8.

bunééna membrana
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D ¢
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DAF-FM diacetat DAF-FM DAF-FMT

Obr. 8 Princip detekce NO pomoci fluorescenéni sondy 4-amino-5-methylamino-2¢,7¢-
difluorescein diacetat (DAF-FM DA). DAF-FM DA je schopny prostupovat buné¢nou membranou,
kde poté reaguje s intraceluldrnimi esterasami. Vznikly produkt nefluoreskuje, ale jeho reakci
s oxidac¢nimi produkty NO dochazi k pfeméné na fluorescencni benzotriazolovy derivat (upraveno
podle Kojima et al., 1998).
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2.3.2 Fluorescené¢ni sonda CuFL

Fluorescen¢ni sonda CuFL (2-{2-chloro-6-hydroxy-5-[2-methylchinolin-8-ylamino)-
methyl]-3-ox0-3H-xanthen-9-yl}-benzoova kyselina v komplexu s médnatymi ionty) muze
byt dal§im piikladem velmi citlivé sondy vyuzivané pro specifickou detekci NO u rostlin
(Rasul et al., 2012). CuFL se sklada z fluorescencniho ligandu (FL) a komplexu Cu (II).
Ptitomnost molekuly NO vyvolavd redukci komplexu Cu (II) na Cu (I) a vznik
fluorescencni slouceniny FL-NO. CuFL umoziuje ptimou detekci NO az v nanomolarnich
koncentracich (Lim et al., 2006). Nevyhodou pouziti této sondy zlstava jeji nizka stabilita

a moznost pouziti pouze po dobu 1 hodiny. Celé schéma reakci je znazornéno na Obr. 9.

bunéfna membrana
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nefluorescenéni fluorescenéni

Obr. 9 Princip detekce NO pomoci fluorescen¢ni sondy CuFL. FL reaguje s Cu za vzniku
nefluorescenéni slouc¢eniny CuFL, ktera je schopna prostupovat bunénou membranou. V bunce je
CuFL schopné reagovat s NO za vzniku Cu (I) a fluorescen¢niho produktu FL-NO (upraveno podle
Lim et al., 20006).
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2.3.3 Biotin-switch

Metoda biotin-switch (BST) byla poprvé popsana v publikaci v roce 2001 a jeji princip je
zaloZzen na reverzibilnim znaceni nitrosylovanych cysteinti znackou nesouci navazanou
molekulu biotinu (Jaffrey a Snyder, 2001). Jak je zndzornéno na Obr. 10, BST se sklada
ze tti krokli. Prvni krok reakce nazyvany ,blokovaci“ je iniciovan piidavkem
dodecylsulfatu sodného (SDS) pro uvolnéni skrytych —SH skupin cysteinovych residui
a inkubaci s methylacnim ¢inidlem S-methylmethanthiosulfonatem (MMTS) specifickym
pro blokaci volnych thiolovych skupin proteinu. Nasledn¢ je vzorek zahtat na teplotu 50°C
pro podpoteni denaturace proteinl. V druhém kroku se vyuziva askorbat pro redukci -NO
skupiny na volné thioly. Posledni krok BST zahrnuje okamzit¢ znaceni vzniklych thiold
biotinem-HPDP. Proteiny mohou byt separovany pomoci SDS-PAGE za nepiitomnosti
redukujicich ¢inidel a poté detekovany imunoblotingem za pouZiti protilatek specifickych proti
danym proteinim. Dal§i moznosti je biotinylované proteiny purifikovat afinitni chromatografii

za pouziti avidin-agarosové matrice (Forrester ef al., 2009).

Diky modifikacim BST metody doslo k vyvinuti né¢kolika dalSich metod. Jako ptiklad muze
byt uvedena His-tag switch metoda, kde dochdzi k ndhradé¢ a k ireverzibilnimu navéazéani
His-tag znacky namisto biotinu-HPDP. Znacené proteiny je mozné afinitné purifikovat
na matrici s imobilizovanymi nikelnatymi nebo kobaltnatymi ionty a po Stépeni trypsinem
analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie (Camerini et al., 2007). Dalsi modifikaci BST je
vyuziti selektivniho fluorescencniho znaceni proteinii pomoci cyaninovych fluorescencnich
barviv Cy3 a Cy5 namisto biotinu-HPDP. Diky tomu je umoznéna piima detekce znacenych
S-nitrosylovanych proteinti, a proto neni nutné provadet techniku Western blotu (Kettenhofen

et al., 2008).

17



A B C
— SH — SH — SNO
\I/ MMTS
— S5CH, B* SNO Ci SNO
A _a
— S5CH, — S5CH; NG
l askorbat
— S5CH; — SH — SH
A B C
— S5CH, — 55CH, — SH
l biotin-HPDP
— 55CH; — S5-biotin — S5-biotin
A B C
— S5CH, — SS5CH, — SS-biotin
l SDS-PAGE
A B &

[ 11

Obr. 10 Schéma biotin-switch metody (BST). Jsou zndzornény tii proteiny (A, B, C) s riznym
stupném S-nitrosylace. V prvnim kroku jsou volné thioly blokovany pomoci MMTS. Pomoci
askorbatu jsou redukovany S-NO skupiny za vzniku volnych —SH skupin. V poslednim kroku jsou
volné —SH skupiny znaceny biotinem-HPDP. Nasleduje SDS-PAGE a imunochemicka detekce
proteinii na membrané s vyuzitim anti-biotin protilatky (upraveno podle Forrester et al., 2009).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie
AcrosOrganics (USA): glutathion; Triton X-100.
AppliChem (Némecko): dodecylsiran sodny; hovézi sérovy albumin frakce V.

Bio-Rad (USA): blotovaci pufr Trans-Blot Turbo, marker molekulové hmotnosti Precision

Plus DualXtraStandards.
Bochemie (Ceska republika): SAVO.

Lachema (Ceska republika): aceton; dihydrogenfosfore¢nan amonny; dithiotreitol;

kyselina chlorovodikova; siran méd’naty pentahydrat.
Lach-Ner (Ceska republika): ethanol; chlorid sodny; methanol.
MP Biomedicals (Francie): tris(hydroxymethyl)aminomethan.

Neolab (Némecko): kyselina boritd; siran zineCnaty heptahydrat; siran zine¢naty

heptahydrat.
Penta (Ceska Republika): dusi¢nan draselny; chlorid draselny.
Roche (Svycarsko): inhibitor proteas Complete ULTRA tablety.

Sigma-Aldrich (Némecko): akrylamid; agar; askorbat; bisakrylamid; bromfenolova modf;
4-amino-5-methylamino-2°¢,7¢-difluorescein ~ diacetdt;  diethylenetriaminepentaoctova
kyselina, dimethysulfoxid; dodecylsulfat sodny; ethylendiamidtetraoctova kyselina,
glycerin; glycerol; glycin, hydrat siranu manganatého, chlorid kademnaty;
Hydrat kyseliny 2-(N-Morfolino) ethansulfonové; Murashige a Skoog médium
s vitaminy; 2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonova kyselina;
N,N-dimethylformamidfenylmethansulfonyl  fluorid; N, N'- tetramethylendiamin,
nitrotetrazoliova modf ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatem; octova kyselina;
persiran amonny; Ponceau S; primdrni monoklonalni mySi anti-biotin protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatasou; sacharosa; S-methylmethanthiosulfat; suSené

odtu¢néné mléko; Tween 20.
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Strem Chemicals (USA): 2-{2-chloro-6-hydroxy-5-[2-methylchinolin-8-ylamino)-
methyl]-3-ox0-3H-xanthen-9-yl}-benzoova kyselina v komplexu s médnatymi ionty

(CuFL).

Thermo Scientific (USA): N-[6-(Biotinamido)hexyl]-3’-(2’-pyridyldithio)-propionamid
(biotin-HPDP).

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); autokldv 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko);
automatické pipety (Eppendorf, Némecko); centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie);
digitdlni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); dokumenta¢ni zafizeni Gel-Doc (Bio-
Rad, USA); elektroforeticky syst¢ém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA);
elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko); mikrodesticky Test plate 96F (TPP,
Svycarsko);  mikrodestickovyreaderSynergy HT  (BioTek Instruments, USA);
nitrocelulosovd membrana 0,45 pum (Bio-Rad, USA); svételny a fluorescen¢ni mikroskop
Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko); tfepacka 3D (BioSan, Litva); vortex (Stuart,
UK); zafizeni pro rychly transfer proteini na membranu Trans-Blot Turbo (Bio-Rad,

USA); zdroj pro elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad, USA).

3.1.3 Rostlinny material

Pro studium vlivu abiotickych stresovych faktorti na produkci NO a S-nitrosylovanych
proteinit byly zvoleny 3 genotypy rajcete Solanum spp.: S. lycopersicum cv. Amateur,
S. habrochaites a S. lycopersicum cv. Micro-Tom. Genotypy S. lycopersicum cv. Amateur
a S. habrochaites maji odliSnou rezistenci vii¢i vyznamnému patogenu padli rajéatovému
(Oidium neolycopersici) - S. lycopersicum cv. Amateur je citlivy vici infekci a naopak,
S. habrochaites je rezistentni genotyp (Mlickova et al., 2004; Piterkova et al., 2011). Jako
tfeti genotyp byl vybran S. lycopersicum cv. Micro-Tom vznikly kiiZenim kultivart rajcat
Florida Basket a Ohio 4013-3. Tento genotyp a jeho mutantni formy slouZzi jako modelové
systémy pro studie zabyvajici se regulacemi vyvoje cCervenych bobulovitych ploda

(Meissner et al., 1997; Eyal a Levy, 2002). Zaroven je dobrou hostitelskou rostlinou pro fadu
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vyznamnych houbovych, bakteridlnich i virovych patogent rajcat (naptiklad Athelia rolfsii,
Botryotinia fuckeliana, Oidium sp., Phytophthora infestans,Sclerotinia sclerotiorum,
Pseudomonas syringae pv. tomato, virus mozaiky rajéete a virova aspermie rajcete)

(Takahashi ef al., 2005).

3.1.3.1 Sterilizace, kli¢eni a vysev semen na MS médium

Semena byla nejprve sterilizovana za stalého ttepani po dobu 30 s v 70% roztoku ethanolu
a dale 25 minut v 3% roztoku SAVA. Nasledné byla 3x promyta sterilni vodou. Takto
sterilizovana semena byla pfenesena na 3 vrstvy filtracniho papiru ovlhéeného sterilni
vodou v Petritho misce a poté ponechiany ve tmé¢ po dobu 3 dnl pfi teploté 24°C.
20 naklicenych semen bylo vyseto v jedné fad¢ do Ctvercovych Petriho misek na pevné
MS médium (40 ml/miska) obsahujici testované slouceniny o finalni koncentraci uvedené
v Tab. 1. Petriho misky byly umistény na 9 dni ve fytotronu pii 25 °C. Experiment byl

provadeén vzdy ve trojim opakovani pro jednotlivé genotypy Solanum spp.

Tab. 1 Finalni koncentrace testovanych slou¢enin v MS médiu.

Typy slouceniny Findlni koncentrace
v MS médiu
NaCl 0 mmol-1”

50 mmol-1"!
100 mmol-1”
150 mmol-1”
CdCl, 0 pmol-l']
50 pmol-1™
100 pmol-1"
150 pmol-1"
200 pmol-1”

21



Vliv testovanych latek a jejich rozdilnych koncentraci na rist semendckt byl 9 dni
po vysevu semen na MS médium dokumentovan digitalnim fotoaparatem Sony A330.

Kotenove $picky semenacku byly pouzity pro histochemickou detekci produkce NO.

3.1.3.1.1 Pfiprava MS média

K navazenym latkdm podle Tab. 2 bylo ptidano 1600 ml destilované vody a upraveno pH
na hodnotu 6,1. Poté byl objem doplnén na 2 1. Hodnota pH média byla po autoklavovani
5.8.

Tab. 2 Ptiprava pevného média pro vysev semen.

Latka Mnozstvi [g/l]
MS médium s vitaminy 4.4
Agar 8
Sacharosa 10
MES hydrat 0,195

SloZeni MS média: MS médium obsahuje mikroprvky, makroprvky a organické latky podle prace
Murashige a Skoog (1962) a vitaminy, jak bylo popsano v praci Gamborg et al., 1968.

MES hydrat: Hydrat kyseliny 2-(N-Morfolino) ethansulfonové.
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3.1.3.2 Vysev semen do perlitu

Semena byla vyseta do perlitu zalit¢tho Hoaglandovym roztokem. Po 3 dnech bylo
provadéno pravidelné zalévani semen Hoaglandovym roztokem obsahujici finalni
koncentrace NaCl a CdCl, uvedené v Tab. 1 po dobu 9 dni. Nasledn¢ byl rostlinny material

vynat z perlitu, zvazen a zamraZen pro realizaci dalSich experiment.

3.1.3.2.1 Priprava Hoaglandova roztoku

Bylo pouzito 11 1dhvi pro ptipravu zasobnich roztoki podle Tab. 3. Piiprava FeEDTA byla
provedena nasledujicim zpisobem. V 800 ml H,O bylo rozpuSténo 7,44 g Na,EDTA
a 5,56 g FeSO,4.7 H,O. Roztok byl zahiat na teplotu 60°C po dobu 1 h, po ochlazeni

na laboratorni teplotu byl doplnén na objem 1 1.

Tab. 3 Slozeni Hoaglandova roztoku

SloZeni Molekulova Koncentrace Objem Vysledna
hmotnost zasobnich [ml/1] koncentrace
roztoku [umol-T"]
[mmol.I'"]
KNO; 101,1 1000 1,5 1500
Ca(NO;),.4H,0 236,16 1000 1 1000
NHH,PO, 115,08 1000 0,5 500
MgSO,. 7TH,0 246,49 1000 0,25 250
KClI 74,55 50 1 50
MnSO,. H,O 169,01 2 1 2
ZnSO, . 7 H,0O 287,55 2 1 2
CuSOq,. 5 H,0O 249,75 0,5 1 0,5
(NH4)¢M 07,044 . 4 H,O 161,97 0,5 1 0,5
H;BO; 61,84 25 0,5 12,5
FeEDTA 381,08 25 1 20
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3.1.3.3 Vyhodnoceni délky korenil

Vyhodnoceni délky kotenii bylo provedeno pomoci Imagel 1.33 software (National
Institute of Health, USA). U fotografii 9 dennich semenackli pofizené digitdlnim
fotoaparatem Sony A330 byla oznacena délka misky pomoci nastroje Straight. V 1isté nastroju
byla vybrana funkce Analyze - Set Scale, kde byla zadana zndma velikost misky. Nésledné
nastrojem Freehand Line byly meéfeny jednotlivé délky kofentt ¢i nadzemni casti

a vyhodnocovany pomoci funkce Analyze — Measure.

3.2 Experimentalni metody

3.2.1 Histochemie

Detekce NO byla provadéna pomoci dvou fluorescen¢nich sond DAF-FM DA a CuFL
a vyhodnocovéana za vyuziti svételného a fluorescencniho mikroskopu Olympus BXS50.
5 mm dlouhé segmenty kotenovych Spicek byly inkubovany ve tmé po dobu 20 minut
ve 100pl 10 pmol-I" DAF-FM DA nebo 1 minutu ve 250pl 10 pmol-1I" CuFL. Poté byly
segmenty pieneseny do kapky 5% glycerolu v 10 mmol-I" Tris-HCl pufru, pH 7,4

na podloznim sklicku a ptekryty krycim sklickem.

3.2.2 Detekce S-nitrosylovanych proteinii metodou biotin-switch

Pro deleci S-nitrosylovanych proteini byla pouzita metoda biotin-switch podle publikace
Jaffrey a Snyder, 2001. Principem metody je reverzibilni znaceni S-nitrosylovanych

cysteinll zna¢kou nesouci navazanou molekulu biotinu.

1 g biologického materidlu homogenizovaného v tekutém dusiku byl smichén
s 2 ml extrakénimpufrem HENT (extrakce 1:2). Poté byly vzorky promichany
a inkubovany 20 minut na ledu ve tmé. Nasledné byla provedena centrifugace extraktu
po dobu 30 minut pfi 16000x g a teplot¢ 4°C. Supernatant byl pienesen do novych
mikrozkumavek a uchovan na ledu pro urceni koncentrace proteinii ve vzorku pomoci

metody Bradfordové (3.2.2.1). Objem vzorku obsahujici 1 mg proteinu byl odebran
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do nové mikrozkumavky a poté byly ptfidany jednotlivé objemy c¢inidel pro metodu BST

podle nasledujiciho postupu.

K blokovani volnych —SH skupin ve vzorcich bylo pouZito methylaéni Cinidlo
S-methylmethanthiosulfonat (MMTS) o vysledné koncentraci 0,02 mmol-1".  Jako
negativni kontrola pro blokaci —SH skupin proteinii slouzil vzorek bez ptidavku MMTS,
avSak s pridavkem rozpoustédla DMF o odpovidajicim objemu jako MMTS. Poté byl
piidan 2% dodecylsiran sodny (SDS) a vzorky byly inkubovany ve tmé po dobu
20 minut a teploté 50°C. Po 20 min inkubaci byl nadbytek MMTS odstranén precipitaci
proteinit ve dvojnasobném objemu 80% ledové vychlazeného acetonu, a to po dobu
30 minut pii teploté -20°C. Nasledné probihala 30 minut centrifugace pti 16000x g a 4°C.
Poté doslo k promyti sedimentu 1 ml acetonu a vzorky byly opét centrifugovany 30 minut
za stejnych podminek. Po centrifugaci byl sediment rozpusténve 100 ul HENS pufru. Poté
byl pridan askorbat o finalni koncentraci 1 mmol-I" a biotin-HPDP o finalni koncentraci
1 mmol-I". Vzorky byly inkubovany po dobu 1h piilaboratorni teplotd ve tmé.
Po inkubaci byl pfidan 1 ml acetonu a vzorky byly ponechany precipitovat ptes noc pii
-28°C.

Druhy den byly vzorky dvakrat centrifugovany po dobu 30 minut pii 16000x g a 4°C.
Mezi centrifugacemi byl sediment promyt v 1 ml acetonu. Poté byl sediment rozpustén
v ptisluiném objemu HEN pufru tak, aby vysledna koncentrace proteini byla 2,5 pg-ul™.
Takto upravené vzorky byly analyzovany metodami SDS-PAGE a Western blot.

Pouzité roztoky:

e HENT puft: 25 mmol-l’lﬂEPES, pH 7,7; 1 mmol-l'IEDTA; 0,1 mmol-l’lgeocuproin;
1% Triton X-100.

e HENS puft: 25 mmol-I"HEPES, pH 7,7; 1 mmol-I"EDTA; 0,1 mmol-I" neocuproin; 1%
SDS.

e HEN pufi: 25 mmol-l’lﬂEPES, pH 7,7; 1 mmol-l'IEDTA; 0,1 mmol-l']geocuproin.
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3.2.2.1 Stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

Pro stanoveni koncentrace proteini ve vzorku byla pouZzita metoda Bradfordové. Princip
spoCiva ve vzniku stabilniho komplexu proteinu s barvivem Coomasie Brilliant Blue
G-250 v kyselém prostiedi, ktery lze spektrofotometricky stanovit pti 595 nm (Bradford,
1976).

Stanoveni obsahu bylo méfeno v 96 jamkovych mikrotitracnich destickéch.
Do jednotlivych jamek bylo aplikovano 45 pl deionizované vody, 5 pl vzorku nebo
standardu hovéziho sérového albuminu (BSA) o dané koncentraci. Néasledné bylo pfidano
200 pl &inidla Bradfordové (0,5 mg-ml” Coomasie Brilliant Blue G250; 0,25 mol-I"
methanol; 0,5 mol-1" 85% kyselina fosfore¢na). Po 5 minutové inkubaci byla méfena
absorbance pfi 595 nm. Kalibra¢nich standardyBSA mély hodnoty koncentraci 0,2; 0,4;
0,6;0,8;1,0;1,2a 1,4 mg-ml™.

3.2.3 Stanoveni koncentrace S-nitrosothiola Savillovou metodou

Pro stanoveni celkovych S-nitrosothiolii Ize vyuzit Savillovu metodu, kterd je zalozena
na kvantifikaci uvolnéného NO" vzniklého rozkladem S-nitrosothiolii v p¥itomnosti Hg”"
soli. Vznikly produkt po reakci se sulfanilamidem a nasledné reakci s NED c¢inidlem
vytvari azobarvivo, které je mozné spektrofotometricky detekovat pifi 540 nm (Saville,

1958).

Do 96 jamkové mikrotitratni destiCky bylo naneseno 195 ul ¢inidla Griess B,
v piipad¢ blanku 195 pl ¢inidla Griess A. Poté bylo pfidano 5 pl rostlinného extraktu
a nasledovala inkubace po dobu 5 minut. Po pfidavku 100 pl ¢inidla NED a 5 minutové

inkubaci byla méfena absorbance pii1 540 nm.

Pouzité roztoky:

e Cinidlo Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-1I"! HCL.
o Cinidlo Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-1" HCl a 1% HgCl,.

e Cinidlo NED: 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin v deionizované vodg.
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3.2.4 Western blot

Metoda Western blot se pouzivda k imunodetekci specifického proteinu. Sklada
se ze tiikrokid: separace proteini pomoci SDS-PAGE, transfer proteina
z polyakrylamidového gelu na membranu (nitrocelulosa, PVDF) a imunochemicka

detekce cilového proteinu pomoci specifické protilatky.

Elektroforeticka separace proteinli znacenych podle postupu 3.2.2 byla provedena
pomoci metody SDS-PAGE v 12% d¢licim polyakrylamidovém gelu, pH 8,8
a v 4% zaostfovacim polyakrylamidovém gelu, pH 6,8 (Laemmli, 1970). Déleni proteina
probihalo v zaostfovacim gelu pii konstantnim napéti 120 V, v délicim gelu bylo napéti

navySeno na 200 V.

Ptiprava vzorka pro SDS-PAGE:

Vzorky proteinit byly smichdny vpoméru 3:1 s4x koncentrovanym Laemmliho
vzorkovacim pufrem za neredukujicich podminek bez obsahu dithiotreitolu (DTT) nebo
B-merkaptoethanolu. RovnéZ nebyla provedena inkubace vzorkd v termobloku z diivodu
lability vazby proteinu s biotinem-HPDP. Takto pfipravené vzorky byly pieneseny
do jamek v gelech (30 ul do kazdé jamky). Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit
Precision Plus Protein Dual Xtra Standards, ktery byl aplikovan do jamky kazdého gelu
v objemu 3 pl.

Pouzité roztoky:

e 4x koncentrovany Laemmliho vzorkovaci pufr (0,5mol-1’1 Tris-HCI pH 6,8; 16% SDS;
80% glycerol; 0,8% bromfenolova modr).

e Elektrodovy puft: 0,025 mol-I" Tris-HCI; 0,192 mol-1" glycin; 0,1% SDS, pH 8,3.

e V Tab. 4 je uveden rozpis roztokli na ptipravu 2 gelll pro skla s mezerniky 1,5 mm.
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Tab. 4 Slozeni zaostovaciho a dé€liciho polyakrylamidového gelu

Gel (%) Deionizovana Akrylamid/ Bis Pufr* 10% TEMED 10%
voda (T 30%, (ml) (w/v) SDS (ml) (w/v)
(ml) C 2,67%) (ml) APST
(ml) (ml)
4% 3,05 0,65 1,25 0,05 0,01 0,1
(zaosttovaci)
12% 3,4 4 2,5 0,1 0,01 0,1
(délici)

* Pro zaostfovaci gel byl pouzit 1,5 mol-I" Tris-HCI, pH 8,8. Pro délici gel byl pouzit 0,5 mol-1”
Tris-HCI, pH 6,8.
TPridavkem 10% APS byla zahajena polymerace.

Transfer separovanych proteini na nitrocelulosovou membranu byl realizovan pomoci
zatizeni pro rychly pfenos protein Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) s nastavenim: 25 V, 25 A,
doba pienosu 10 minut. VeSkery materidl pro transfer (blotovaci papiry, membranu, gel)
byly nejprve inkubovany 10 minut v blotovacim pufru. Blotovaci kazeta byla seskladana
nasledujicim zpiisobem: spodni €ast kazety (anoda), 2x blotovaci papir, membrana, gel,
2x blotovaci papir a horni cast kazety (katoda). Diky schopnosti proteinii vazat
dodecylsulfat sodny (SDS) ziskaji proteiny uniformni zéporny ndboj a migruji
v elektrickém poli od katody k anodé¢, tj. dochazi k pfenosu a imobilizaci proteini z gelu
na povrch membrany. Usp&snost pfenosu proteintl z gelu na membranu byla prokazana
vizualnim sledovani pienosu barevného markeru molekulové hmotnosti a barvenim
pomoci Ponceau S. Jedné se o ve vod¢ smyvatelné Cervené diazobarvivo, které se vyuziva

pro reverzibilni barveni proteinii na membrané.

Imunochemicka detekce S-nitrosylovanych proteinii probihala nasledujicim zptisobem.
Membrana byla po ptfenosu proteinti inkubovana v blokovacim roztoku po dobu 2 h. Poté
byla membrana ptenesena do roztoku primarni monoklonalni anti-biotin protilatky
konjugované s alkalickou fosfatasou zfedénou v poméru 1:10000 s blokovacim roztokem.
Inkubace probihala za stalého tfepani pies noc ve 4°C. Druhy den byla membrana
4x promyta po 15 minutach roztokem TTBS. Nasledné doslo k inkubaci ve 3 ml barviciho
roztoku chromogenniho substratu NBT-BCIP dokud nedoslo k vyvinuti tmavé fialového
zbarveni detekovanych bandl. Poté byla reakce zastavena destilovanou vodou, membrana
byla usuSena, vyfocena v dokumenta¢nim systému Gel-Doc (Bio-Rad) a denzitometricky
vyhodnocena programem softwaru VisionWorks.
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Pouzité roztoky a protilatky:

¢ Blotovaci puft: 0,025 mol-1"! Tris-HCI; 0,192 M glycin; 20% methanol, pH 8,3
¢ Blokovaci roztok: 1% roztok suseného mléka obsahujici 1% BSA v TBS pufru
e Barvici roztok Ponceau S: 0,2% Ponceau S; 10% kyselina octova

e Primarni protilatka: primarni monoklondlni mysi anti-biotin protilatka konjugovana

s alkalickou fosfatasou zfedéna blokovacim roztokem v poméru 1:10000
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv abiotického stresu na vyvoj délky korentu a nadzemni ¢asti

Pro vyhodnoceni vlivu kadmia na délku kotent kli¢nich rostlin byly pouzity tii genotypy
rajete Solanum spp.: S. lycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites a S. lycopersicum cv.
Micro-Tom. V ptipad¢ salinitniho stresu byl v této bakalaiské praci vyhodnocen pouze
genotyp S. [lycopersicum cv. Micro-Tom. Genotypy S. [lycopersicum cv. Amateur,

S. habrochaites jsou vyhodnoceny v diplomové praci Bc. Veroniky Kraiczové.

Aplikace kadmia zptisobila inhibici ristu nadzemni ¢asti 1 kofenli u vSech studovanych
genotypil v zavislosti na rostouci koncentraci testované latky. Nejvice se projevila
u citliveho genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Pokles vyvoje délky nadzemni Casti
i kotene vlivem kadmia nastal uz pii aplikaci 50 pmol-1'CdCL, a to o vice jak 20 %
ve srovndni s kontrolou. Podobny trend byl zaznamenéan 1 u ostatnich genotypu, pti¢emz
nejvétsi inhibice riistu korene byla pozorovéana u S. habrochaites po aplikaci 200 pmol-I"
CdCl,. U 28 dennich rostlin hrachu vystavenych 50 pmol-I" CdCl, bylo pozorovano
vyznamné zamezeni rastu kofenii, a to zejména pocCet a délka postrannich kofent
(Rodriguez-Serrano et al., 2006). Vliv kadmia na snizeni rlstu rostlin byl popsan
1 u dal$ich rostlinnych druhti, naptiklad ozdobnice ¢inské (Scebba et al., 2006), okurky
(Abu-Muriefah 2008), zavitky mnohokofenné (John ef al., 2008) ¢i lékotice — viz. Obr. 11

(Zheng et al., 2010).

Obr. 11 Vliv kadmia na vyvoj nadzemni ¢asti a kofent 1ékofice uralské po aplikaci0-50-100-200-
400 pmol-1" CdCl, (pievzato z Zheng et al., 2010).
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Obr. 12 Vliv CdCl, na vyvoj délky nadzemni ¢asti (a) a kofenti (b) tii genotypu rajéete Solanum
spp.: S. lycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites a S. lycopersicum cv. Micro-Tom.
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Salinitni stres v bunikach vede k hyperosmotickému stresu, ktery negativné ovliviiuje
kliceni, rtst rostliny a vede az k uhynu rostliny (Tavakkoli et al., 2011; Li et al., 2016).
Rovnéz miize zpusobit urychleni opadu listti ¢i omezit rust listovych vyhonkt (Qu et al.,
2012). U rajcete byl potvrzen negativni vliv NaCl na rist i hmotnost kofent a listti (Manai
et al., 2014). Vliv salinity na vyvoj nadzemni ¢asti a délku kotenti byl zkouman u genotypu
S. Ilycopersicum cv. Micro-Tom. Vlivem salinity dochazi k inhibici celkového ristu
rostliny. Podobné jako pii aplikaci CdCl,, se vzristajici koncentraci NaCl se zkracuje
délka kofend i nadzemni casti. Porovnanim vlivu obou testovanych latek lze usoudit,

v v

ve srovnani s NaCl.

B koreny

B nadzemni ¢ast

Délka kofene nebonedzemni ¢éasti
[rel.j.]

Obr. 13 Vliv chloridu sodného na fyziologické parametry tj. vyvoj délky kofene a nadzemni ¢asti
u genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom.
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4.2 Vliv abiotického stresu na produkci oxidu dusnatého v korenech

Pro stanoveni produkce oxidu dusnatého byly vybrany 3 genotypy rajcete Solanum spp.:
S. habrochaites, S. lycopersicum cv. Amateur a S. lycopersicum cv. Micro-Tom pé&stované
na MS médiu s ptidavkem chloridu sodného (NaCl, salinitni stres) ¢i chloridu
kademnatého (CdCl,, piisobeni tézkych kovi). V kotenovych Spickach 9 dennich rostlin
byla histochemicky detekovana intenzita fluorescencniho signalu DAF-FM DA a CuFL,
vyuzivanych pro specifickou detekci NO.

Z obrazkové dokumentace a z vyhodnoceni intenzity signalu (Obr. 14, 15, 16) je patrné,
7e jiz pii koncentraci 50 pmol-1'CdCl, vMS médiu dochdzi k narastu intenzity
fluorescencniho signdlu v kofenovych Spickach vSech genotypli v porovnani s kontrolou.
Navic, se zvySujici se koncentraci CdCl, v MS médiu dochézi k nartstu produkce NO, kdy
nejvyssi intenzita signalu byla zaznamenana pti koncentraci 200 pmol-1" CdCl,. Tento
trend zmén intenzit fluorescence byl pozorovan i u druhé testované sondy CuFL. Besson-
Bard et al., 2009 popisuje vyznamny narust produkce NO v kotenové Spicce Arabidopsis
po aplikaci 200 pmol-1" CdCl, s vyuzitim sondy 5-diaminofluorescein diacetatu. Podobné,
v koteni Medicago truncatula byla po aplikaci 50-300 pumol-1" CdSO4 pozorovana
nariistajici produkce NO (Xu et al., 2010). Také v kotfeni semenackl Lupinus luteus doslo
k prudkému nariistu produkce NO po piidavku 89 pmol-1"CdCL, (Arasimowicz-Jelonek et
al.,2012).

Dalsi ¢ast toho experimentu byla zaméfena na studium vlivu salinity na produkci NO.
Pii aplikaci 50 mmol-1" NaCl dochazelo u obou sond ke zvy$enému fluorescenénimu
signalu v kofenovych Spickach u vSech tfi genotypl rajcet a se vzrlstajici koncentraci
narustala jeho intenzita. Tuto skuteCnost potvrzuje obrazkova dokumentace 1 vyhodnoceni
intenzity signalu (Obr. 17, 18, 19). V kotfenové Spicce Arabidopsis byl po aplikaci
100 mmol-I" NaCl pozorovan vyznamny narist hladiny NO, peroxydusitanu
1 superoxidového radikalu (Leterrier et al., 2012), coz vede k indukci nitro-oxidativniho
stresu. Ve studii Corpas et al., 2009 byla intenzivni produkce NO lokalizovana

v peroxisomech kotenovych $picek Arabidopsis po aplikaci 100 mmol-I"'NaCl.
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Obr. 14 Vliv aplikace chloridu kademnatéhona intenzitu produkce oxidu dusnatého (NO)
v kotenové Spicce S. lycopersicum cv. Amateur. (a) Histochemickda detekce NO s vyuzitim
fluorescen¢nich sond DAF-FM DA a CuFL. Kofeny 9 dennich rostlin S. lycopersicum cv. Amateur
byly vystaveny pasobeni 50-100-150-200 pmol-1" CdCl,. Usecka 200 um. (b) Porovnani intenzit
fluorescen¢niho signalu u testovanych sond DAF-FM DA a CuFL.
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S. habrochaites
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Obr. 15 Vliv aplikace chloridu kademnatéhona intenzitu produkce oxidu dusnatého (NO)
v kotenové Spicce S. habrochaites. (a) Histochemicka detekce NO s vyuzitim fluorescenénich sond
DAF-FM DA a CuFL. Kofeny 9 dennich rostlin S. habrochaites byly vystaveny pusobeni
50-100-150-200 pmol-1'CdCl,. Useka 200 um. (b) Porovnani intenzit fluorescenéniho signalu
u testovanych sond DAF-FM DA a CuFL.
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S. lycopersicum cv. Micro-Tom
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Obr. 16 Vliv aplikace chloridu kademnatéhona intenzitu produkce oxidu dusnatého (NO)
v kotenové Spi¢ce S. lycopersicum cv. Micro-Tom. (a) Histochemickd detekce NO s vyuzitim
fluorescen¢nich sond DAF-FM DA a CuFL. Kofeny 9 dennich rostlin S. Ilycopersicum
cv. Micro-Tom byly vystaveny ptsobeni 50-100-150-200 pmol-1'CdCl,. Use¢ka 200 pm.
(b) Porovnani intenzit fluorescen¢niho signalu u testovanych sond DAF-FM DA a CuFL.
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Obr. 17 Vliv aplikace chloridu sodnéhona intenzitu produkce oxidu dusnatého (NO) v kofenové
Spicce S. lycopersicum cv. Amateur. (a) Histochemicka detekce NO s vyuzitim fluorescen¢nich
sond DAF-FM DA a CuFL. Kofeny 9 dennich rostlin S. lycopersicum cv. Amateur byly vystaveny
pasobeni 50-100-150 mmol-I" NaCl. Use¢ka 200 pm. (b) Porovnani intenzit fluorescenéniho
signalu u testovanych sond DAF-FM DA a CuFL.
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Obr. 18 Vliv aplikace chloridu sodnéhona intenzitu produkce oxidu dusnatého (NO) v kofenové
Spi¢ce S. habrochaites. (a) Histochemicka detekce NO s vyuzitim fluorescenénich sond DAF-FM
DA a CuFL. Kofeny 9 dennich rostlin S. habrochaites byly vystaveny pusobeni 50-100-150
mmol-1" CdCI. Use¢ka 200 pm. (b) Porovnani intenzit fluorescenéniho signalu u testovanych sond
DAF-FM DA a CuFL.
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S. lycopersicum cv. Micro-Tom
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Obr. 19 Vliv aplikace chloridu sodnéhona intenzitu produkce oxidu dusnatého (NO) v kofenové
$picce S. lycopersicum cv. Micro-Tom. (a) Histochemicka detekce NO s vyuzitim fluorescenénich
sond DAF-FM DA a CuFL. Kofeny 9 dennich rostlin S. lycopersicum cv. Micro-Tom byly
vystaveny pusobeni 50-100-150 mmol-I" NaCl. Usetka 200 pm. (b) Porovnani intenzit
fluorescen¢niho signalu u testovanych sond DAF-FM DA a CuFL.
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Z vysledkl je ziejmé, Ze nejintenzivnéjsi produkce NO byla detekovana sondou CuFL
u citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur po aplikaci 200 pmol-I"! CdCl,. Salinitni
stres vyvolal niz$i produkci NO oproti plisobeni kadmia. Nejvyssi nartst hladiny NO byl
zaznamenan opét u citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Vysledky potvrzuji
zapojeni rozdilnych obrannych mechanismii u citlivych a rezistentnich genotypt
ROS a RNS u modelového systému rajcete (Mlickova et al., 2004; Tomankova et al.,
2006). U citlivého genotypu dochdzi k vyssi produkci NO, kterd mize zvySovat efektivitu
obranné odpovédi potlacenim oxidativniho stresu diky zvySeni aktivity antioxidacnich
enzymu. Kli¢ovou roli zde pravdépodobné hraje proces S-nitrosylace, ktery reguluje
aktivitu antioxida¢nich enzymti askorbat-glutathionového cyklu. S cilem objasnit tuto
hypotézu jsme se v navazujicich exprimentech zabyvali stanovenim hladiny celkovych

S-nitrosothioll a detekci S-nitrosylovanych proteind.

4.3 Vliv abiotického stresu na produkci S-nitrosothioli

a S-nitrosylovanych proteinii

Pro sledovani vlivu kadmia na zmény hladin celkovych S-nitrosothioli pomoci Savillovy
metody byly pouzity tfi genotypy rajcete Solanum spp.: S. lycopersicum cv. Amateur,
S. habrochaites a S. lycopersicum cv. Micro-Tom. V piipad¢ salinitniho stresu byl v této
bakalarské praci sledovan pouze genotyp S. lycopersicum cv. Micro-Tom. Genotypy
S. lycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites jsou vyhodnoceny v diplomové praci

Bc. Veroniky Kraiczové.

Aplikace kadmia zplsobila nartst hladiny RSNO v kotenech S. [ycopersicum
cv. Amateur a S. habrochaites porovnanim s kontrolou. Genotyp S. lycopersicum cv.
Micro-Tom vykazoval vyznamny ndrtst hladiny RSNO v kotenech - o 60 % po ptfidavku
150 pmol-I" CdCl,. V nadzemni &asti byl pozorovan postupny narist RSNO v zavislosti
na koncentraci CdCl, u vSech studovanych genotypti. Dvojnasobny nartst hladiny RSNO

byl zaznamenan pfi koncentraci 150 pmol-1" u genotypu S. Iycopersicum cv. Micro-Tom.
y p = genotyp Y

Salinitni stres indukoval mirny nardst RSNO v kotfenech S. [Iycopersicum

cv. Micro-Tom. V nadzemni ¢asti byla nejvyssi hladina RSNO zaznamenéana po aplikaci
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100 mmol-1"'NaCl. V kontrastu, pii nejvyssi koncentraci 150 mmol-I"NaCl byl pozorovan
pokles hladiny RSNO. Podobny trend byl popsan i v listech citrusovniku (Ziogas et al.
2013) a hrachu (Camejo et al., 2013).
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Obr. 20 Vliv CdCl, na koncentraci RSNO v nadzemni ¢asti (a) a kofenech (b) tfi genotypu rajcete

Solanum spp.: S. lycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites a S. lycopersicum cv.Micro-Tom.
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® nadzemni ¢ast

koncentrace RSNO [rel.j.]

Obr. 21 Vliv NaCl na koncentraci RSNO v kofenu a nadzemni ¢asti u genotypu S. lycopersicum
cv. Micro-Tom.

S-nitrosylované proteiny byly zna¢eny metodou biotin-switch a detekovany u vsech
studovanych genotypt po aplikaci salinity i tézkych kovii. Na Obr. 22 a 23 jsou porovnany
detekované bandy S-nitrosylovanych proteinti u jednotlivych genotypti za prislusnych
stresovych podminek. Nejintenzivngj$i zmény S-nitrosylace proteind pii ptisobeni tézkych
kovil i salinity jsou evidentni v nadzemnich ¢astech i kofenech genotypu S. lycopersicum

cv. Micro-Tom.

Vliv kadmia na S-nitrosylaci proteini byl intenzivné studovan u fady modelovych rostlin,
napiiklad listy hrachu byly ofetieny 50 umol-1"'CdCl, (Barroso et al., 2006; Ortega-Galisteo
et al., 2012) & semena A. thaliana koncentraci 150 pmol-1"CdCl, (Corpas a Barroso, 2014).
S-nitrosylace ma u fady enzymu regulacni funkci. Ve studii Ortega-Galisteo et al., 2012
se blize zaméftili na S-nitrosylaci katalasy (CAT, EC 1.11.1.6). Dtivé;jsi studie (Clark et al.,
2000) prokazala, Zze vlivem S-nitrosylace dochazi ke snizeni CAT aktivity. Po aplikaci
kadmia bylo zjisténo, Ze dochazi ke snizené S-nitrosylaci tohoto enzymu a zvyseni jeho
aktivity, coz umozinuje rychlej$i odbouravani vzniklych ROS. Rovnéz u enzymu
glykolatoxidasy (EC 1.1.3.15), ktery se nachazi v peroxisomech a podili se na produkci
peroxidu vodiku, bylo zjiSténo snizeni aktivity vlivem S-nitrosylace v dusledku ptisobeni

kadmia. S-nitrosylace je schopna regulovat funkci fady enzyma podilejicich
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se na odbouravani ¢i produkci ROS a pfispiva tak ke snizovani oxidativniho stresu

v bunkach.

Efekt salinity na S-nitrosylaci proteinii byl pfedmétem nékolika studii. Tanou et al.,
2009b uvadi, ze po 16 dennim ptsobeni 150 mmol-1" NaCl u listd citrusovniku (Citrus
aurantium) dochazi k S-nitrosylaci u 49 proteinovych kandidati. V kontrastu, studie Fares
et al., 2011 zabyvajici se studiem S-nitrosylace v bunééné kultute Arabidopsis po aplikaci
100 mmol-I" NaCl po dobu 5 minut odhalila pouze 5 proteinovych kandidati
podléhajicich této modifikaci. Rovnéz Camejo et al., 2013 potvrzuje, ze dlouhodoby
salinitni stres mé za nasledek sniZzeni S-nitrosylace proteini. U mitochondrii izolovanych
z listd hrachu vystavenych 150 mmol-I"' NaCl po dobu 5 a 14 dni bylo identifikovano
pouze 12 a 11 proteinovych kandidatd (napf. B-podjednotka ATP synthasy, peroxiredoxiny
a heat shock protein 90) podl€hajicich S-nitrosylaci a celkovy obsah RSNO byl snizen.
Protichidné vysledky pfinesly publikace Abat a Deswal 2009; Begara-Morales ef al. 2015,
kde byl popsan nartst hladiny RSNO vlivem salinity. Abat & Deswal 2009 pouzili jako
modelovy systém semenaCky brukve sitinovité (Brassica juncea) a aplikovali
500 mmol-1" NaCl po dobu 1 h. Begara-Morales et al. 2015 detekovali narist RSNO
v listech hrachuexponovanych 150 mmol-1" NaCl po dobu 4 dni.

Askorbat-glutathionovy cyklus, kliCovy pro detoxifikaci peroxidu vodiku u rostlin, hraje
dilezitou roli pfi plsobeni salinitniho stresu a je regulovan S-nitrosylaci. U enzymi
askorbatperoxidasy (APX, EC 1.11.1.11) a  monodehydroaskorbatreduktasy
(MDHAR, EC 1.6.5.4), pfedstavujici esencidlni komponenty této dradhy, byly
pozorovanyzmény jejich aktivity S-nitrosylaci pti pusobeni 150 mmol-I" NaCl
na transkripéni 1 transla¢ni Grovni (Begara-Morales et al., 2014; Begara-Morales ef al.,
2015). U APX byla prokédzéna S-nitrosylace Cys32, kterd zvySuje aktivitu. Substituci
tohoto residua za serin doSlo k zamezeni navazani nitroso skupiny, a tedy 1 ke snizeni
aktivity APX. Enzym MDHAR je regulovan S-nitrosylaci opacné, vazba nitroso skupiny

vyznamné snizuje jeho aktivitu.
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Obr. 22 Detekce S-nitrosylovanych proteini v nadzemnich c¢astech tfi genotypd rajcete
vystavenych ptisobeni abiotickému stresu — vliva 50-200 pmol-I"" CdCl, a 50-150 mmol-1" NaCl.
(a) S. lycopersicum cv. Amateur, (b) S.habrochaites, (¢) S. Ilycopersicum cv. Micro-Tom.
SDS-PAGE za neredukujicich podminek. Na gel naneseno 100 pg celkovych proteind. Pienos
proteinii na nitrocelulosovou membranu. Kontrolni barveni membrany pomoci Ponceau S. Pouzita
anti-biotin protilatka konjugovana salkalickou fosfatasou (1:10000), barveni NBT-BCIP.
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Obr. 23 Detekce S-nitrosylovanych proteini v kofenech tii genotypt rajéete vystavenych plisobeni
abiotickému stresu — vlivu 50-200 pmol-1" CdCl, a 50-150 mmol-1" NaCl. (a) S. lycopersicum cv.
Amateur, (b) S.habrochaites, (¢) S. lycopersicum cv. Micro-Tom. SDS-PAGE za neredukujicich
podminek. Na gel naneseno 100 pg celkovych proteinll. Pienos proteind na nitrocelulosovou
membranu. Kontrolni barveni membrany pomoci Ponceau S. Pouzita anti-biotin protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatasou (1:10000), barveni NBT-BCIP.
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5 ZAVER
Bakalafska prace byla zaméfena na studium produkce oxidu dusnatého a S-nitrosylace
u rajéete pii plsobeni abiotického stresu. Z dosazenych vysledk vyplyvaji nésledujici

Zavery:

e Po aplikaci téZkych kova byl pozorovan negativni vliv na rist kofene 1 nadzemni
casti tfi testovanych genotypl rajcete: S. [lycopersicum cv. Amateur,
S. habrochaites a S. lycopersicum cv. Micro-Tom.

e Salinitni stres také zpusobil inhibici ristu kofene 1 nadzemni ¢asti u genotypu
S. lycopersicum cv. Micro-Tom.

e Pro histochemickou detekci NO v kotenovych Spickach byly pouzity dvé rtzné
fluorescencni sondy — DAF-FM DA a CuFL. Ob¢ sondy vykazovaly podobnou
citlivost.

e Plsobenim tézkych kovli a salinity byla vyvolana zvySena produkce NO.
Se zvySujici se koncentraci kadmia byl pozorovan vyznamny nartst NO u citlivého
genotypu S. lycopersicum cv. Amateur.

e Abioticky stres inicioval nariist hladiny S-nitrosothiolii. V kotfeni i nadzemni ¢ésti
byly detekovany S-nitrosylované proteiny u vSech genotypll. Nejintenzivngjsi

zmény byly evidentni u genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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cADPR

cGMP
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DAF-FM
DAF-FM DA

DAF-FM T
DAN
DMSO
DTT

GSH
GSSG
GSNHOH
GSNO
GSNOR
HEPES

JA
MAT

akrylamid-N, N-bisakrylamid
persiran amonny
(N-(6-(biotinamido)hexyl)-3"-(2"-
-pyridyldithio)propionamid)
Hovézi sérovy albumin
Biotin-switch

Cyklicka ADP-ribosa

Cyklicky guanosinmonofosfat

Collapsin response mediator protein 2

(2-{2-chloro-6-hydroxy-5-[2-methylchinolin-
8-ylamino)-methyl]-3-oxo0-3H-xanthen-9-yl}-

-benzoovd kyselina v komplexu s médnatymi
ionty

zelené barvivo indokarbocyanin

cervené barvivo indodikarbocyanin
4,5-diaminofluorscein
4-amino-5-methylamino-2’,7 -difluorescein
4-amino-5-methylamino-2’,7 -difluorescein
diacetat

Triazofluorescein

Naftalen-2,3-diamin

Dimethylsulfoxid

Dithiotreitol

Glutathion redukovany

Oxidovany glutathion
S-hydroxylaminoglutathion
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa

2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
-ethansulfonova kyselina

Jasmonova kyselina

Methioninadenosyltransferasa
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MMTS
MAPK
NBT-BCIP

NED
NO
NO
NO*
NOy
NO;5
NOS
NiR
NR
Prx
RNS
ROS
RSH
RSNO
SA
SDS
SDS-PAGE

TBS
TEMED
TR

Trx

S-methylmethanthiosulfonat

Mitogenem aktivovana proteinkinasa

Nitrotetrazoliovad modf ve spojeni s 5-bromo-4-

-chloro-3-indolyl-fosfatem
N-(1-naftyl)ethylendiamin
Nitroxylovy anion

Oxid dusnaty
Nitrosoniovy kation
Dusitanovy anion, nitrit
Dusi¢nanovy anion, nitrat
NO-synthasa

Nitrit:NO reduktasa
Nitratreduktasa
Peroxiredoxin

Reaktivni formy dusiku
Reaktivni formy kysliku
Thiol

S-nitrosothiol(y)
Salicylova kyselina
Dodecylsiran sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém
v pritomnosti dodecylsiranu sodné¢ho

Fyziologicky roztok pufrovany Tris
N, N-tetramethylendiamin
Thioredoxin reduktasa

Thioredoxin
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