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Abstrakt

Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS) jsou vysoce reaktivni molekuly,
vznikajici v nizké koncentraci bézné v procesech aerobniho metabolismu. ROS mohou fadou
riznych mechanismil ovlivnit metabolické pochody zivé buiiky. Mira jejich ptisobeni je
zavisla na druhu a koncentraci dané formy, a mize ovlivnit jak bunéénou signalizaci, vedouci
k naruSeni homeostaze a navozeni riznych metabolickych pochodl, tak indukovat
fyziologicky stres, vedouci Casto az k bunééné smrti. Oxid dusnaty (NO) jakoZto zastupce
RNS je nizkomolekularni paramagnetickd plynna latka, kterda je zapojena jako signalni
molekula v regulaci mnoha metabolickych déji, a podili se také na nitrosativnim stresu
zivych bunék.

Experimentalni ¢ast bakalafské prace je zaméfena na studium vlivu NO na proces
kliceni pylu vyssich rostlin a spor houbovych organismi. Pti kli¢eni pylu byla pozorovana po
lokalni aplikaci donoru NO na ristové medium ke kli¢icim pylovym zrnim inhibice kliceni
pylu, ztloustnuti apikalni ¢asti pylové lacky, destrukce pylové lacky a jeji lyze, reorientace
rustu pylové lacky. Pti klieni spor byl pozorovan mirn€ inhibi¢ni vliv NO na kliceni a rtst

houbovych hyf, reorientace kli¢nich vldken nebyla detekovana. S vyuzitim fluorescencni a
konfokalni mikroskopie byla lokalizovana tvorba ROS a RNS v kli¢icim pylu a houbovych
sporach s/bez lokalné aplikovaného donoru NO do blizkosti kli¢icich objekti.
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Abstract

Reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species are highly reactive molecules
produced in low concentrations during aerobic metabolism processes. ROS affect many of
metabolic mechanisms in living cells. The extent of their effect depends on the type and
concentration of the particular form, and can influence cell signalisation leading to disruption of
homeostasis and induction of various metabolic pathways, or induce physiological stress, often
leading to the cell death. Nitric oxide (NO) as a representant of the RNS is a low-molecular-
weight paramagnetic gas, which is involved as a signalling molecule in the regulation of many
metabolic processes, and also contributes to the nitrosative stress of living cells.

The experimental part of this work is focused on the study of the effect of NO on the
germination process of higher plants pollen and spores of fungal organisms. During pollen
germination process after donation NO on growth medium close to germinating pollen,
inhibition of pollen growth, enlargement of apical part, destruction of pollen tube and cel lysis
and reorientation of the pollen tube were observed. During germination of spores, slight
inhibitory effect of NO on the germination and growth was observed, reorientation of growing
fungal hyphae was not shown. Using fluorescent and confocal laser microscopy ROS and RNS
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were detected.
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CIiLE PRACE

V teoretické Casti bylo cilem bakalarské prace zpracovat dostupné informace

tykajici se lohy reaktivnich forem dusiku a kysliku v procesu kli¢eni pylu a spor.

a)
b)

c)

charakterizace RNS a ROS (formy, jejich vznik a degradace),
produkce a lokalizace ROS a RNS v procesu kli¢eni pylu a spor,

fyziologickéd funkce ROS a RNS v procesu kliceni.

V experimentalni ¢asti bylo cilem:

a)

b)

d)

e)

zavést v laboratofi techniku mikromanipulace pfi mikroskopickém
pozorovani (manipulace s mikromanipuldtory, mikrokapilarou, invertovana
mikroskopie),

zavést alternativni metodu vhodnou pro aplikaci donoru NO a studium
vlivu NO na proces kliceni,

stanovit vliv lokalni aplikace NO na vyvoj pylové 1a¢ky, kli¢niho vldkna u
spor hub,

lokalizovat produkci ROS a NO pomoci fluorescen¢nich sond v procesu
kli¢eni u pylu a spor (symbioticky saprofyt Morchella esclenta, biotrofni
patogen Oidium neolycopersici),

lokalizovat produkci a detekovat zménu hladiny ROS a NO pomoci
fluorescen¢nich sond v procesu kliceni u pylu a spor po donaci NO

z lokalniho vn¢jsiho zdroje.



TEORETICKA CAST



1. Uvod

Vyznamna role reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) v biologii
hub, rostlin, zivo¢ichu a ¢lovéka byla potvrzena v tadé studii realizovanych
vV poslednim obdobi. Jedna se o molekuly schopné spustit na jedné strané kaskadu
ruznych regula¢nich a signalnich procest (Forman, Maiorino et al., 2010), na strané
druhé vznikajici jako nezadouci produkty oxidativniho metabolismu po vystaveni
organismu stresovym podminkdm. ZvySena produkce ROS a RNS je schopna vyvolat
poskozeni slozek bunéénych organel, které v krajnim pfipadé mohou vést az
K bunééné smrti (Circu & Aw, 2010).

ROS a RNS vznikaji zejména v bunéénych organelach s vysokou metabolickou
aktivitou a intenzivnim aerobnim metabolismem, jako jsou napi. mitochondrie,
chloroplasty, peroxisomy, endoplasmatické retikulum (ER) nebo za tcasti enzymu
kotvenych v cytoplasmatické membrané buiiky (obr. 1).

Vzhledem k neopomenutelné fyziologické a metabolické funkci ROS a RNS je
jejich hladina v bunice piisné regulovana jiz na genetické urovni. Tyto geny koduji

fadu antioxida¢nich systému podilejicich se na snizeni a regulaci RNS a ROS.

[ )
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Mitochondrie Peroxisomy, glyoxisomy
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Obr. 1
Mista vzniku ROS a jejich mozné fyziologické disledky na rostlinnou buiku

(Ptfevzato z Ahmad et al., 2008).
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V poslednich letech byly prokazany zajimavé metabolické a fyziologické
funkce RNS a ROS v burtikach jak rostlinnych, tak buiikach hub. Jedna se naptiklad o
inhibici a negativni reorientaci kli¢eni pylovych lacek (Prado et al., 2004), prolomeni
dormance a navozeni klieni semen vys$Sich rostlin (Bailly et al., 2008) nebo
indukovanou tvorbu apresoria (Shafiei et al., 2007) ptfipadné inhibici kli¢eni uréitych
druhti houbovych spor (Lazar et al., 2008).

Piedlozena bakalatskd prace se zabyva problematikou ROS a RNS, jejich
vzniku, degradace a mechanismu pusobeni na molekuldrni trovni na =zakladé
nejnovéjsich poznatkt z literatury se zaméfenim na rostliny a houby. Cilem
experimentalni ¢asti bakalafské prace bylo zdokumentovat vliv oxidu dusnatého (NO)
a jeho mozné patofyziologické dopady na kliceni houbovych spor dvou rozdilnych

organismu, biotrofniho patogenu a symbiotického saprofytu a pylu vyssich rostlin.
2. Reaktivni formy kysliku a dusiku

Kazda ziva bunka je velice dynamicky systém podrobeny ptisné regulaci svych
metabolickych drah. Bunka je schopna pfijimat rizné podnéty z prostiedi chemické
nebo fyzikalni povahy, ale také na né odpovidajicim zplsobem reagovat. Vlivem
pusobeni vnéjsich podnétti dochazi ke zvysené produkci ROS a RNS v buifice. Pokud
jsou rostlinné nebo mykotické organismy vystaveny piisobeni abiotickych stresovych
faktort, jako je vysoka nebo nizka intenzita svétla, teplotni extrémy, sucho, vysoka
salinita nebo nedostatek mineralnich latek, je rovnovaha mezi produkci a schopnosti
degradace ROS a RNS naruSena, coz Casto vede Casto k oxida¢nimu poskozeni bunky
(Spychalla & Desborough, 1990).

Vlivem zvySené koncentrace ROS a RNS muze dojit k poskozeni lipidu,
proteint a DNA (McCord, 2000). ROS a RNS maji schopnost zahajit fadu
autooxidativnich fetézovych reakci, predevSim v reakci s nenasycenymi mastnymi
kyselinami. Byla prokazana peroxidace membranovych lipidi, ¢&asto vedouci
k fatalnimu poSkozeni membrany, tniku bunééného obsahu a nasledné bunééné smrti u
organizmi vystavenych pusobeni stresovych faktort zpusobujicich zvySeni produkce
ROS a RNS (Smirnoff, 2000). Dals§i potencialni hrozbou zvys$ené hladiny ROS a RNS
je oxidativni poSkozeni proteini vedouci k chemické modifikaci vazanych
aminokyselin, k poskozeni peptidového fetézce a zvysSené nachylnosti k proteolyze.
ROS a RNS mohou také vyvolat poskozeni DNA, mohou byt pfi¢inou delece, mutace a
dalSich genetickych zmén, které jsou skryté nebo se projevi v pozménéném fenotypu

organismu, pfipadné se mize jednat o poSkozeni fatalni (Srivalli et al., 2003).
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ROS a RNS nemaji na buiku pouze negativni vliv, jak ukazal vyzkum
v poslednich letech. Je uz obecné znamé, ze RNS a ROS maji vyznamnou regulacni
funkci na transdukci buné¢ného signalu, hlavné signald transkripénich. Pod pojmem
transdukce signalu rozumime pienos signdlu — vnéj$iho podnétu buiky, dovnitf bunky,
s naslednym zesilenim signalu, jeho vyhodnocenim a zpracovanim vedoucim
k odpovédi buinky posilujici schopnost organismu pfezit pltisobeni stresovych faktord.
Naptiklad v odpovédi na napadeni rostliny patogenem (bakteridlni nebo houbové
onemocnéni) dochdzi k produkci rostlinného polysacharidu kalosy, je posileny proces
lignifikace vedouci ke zpevnéni bunécné stény rostlinné buitky v misté poranéni nebo
napadeni patogenem, ¢imz se zabraifiuje napadeni dalSich buné¢k, jakozto i pronikani
houbovych hyf do rostlinného téla (Bowell & Daudi, 2009). Vzhledem k vyznamu a
neopomenutelné biologické funkci ROS a RNS v zivém organismu je jejich hladina
V buiice striktné¢ kontrolovdna. ROS a RNS vznikaji mechanismem oxidacneé-
reduk¢nich reakci, pfedevSim v téch bunécnych organelach, kde dochéazi k rychlé
metabolické aktivité a intenzivnimu toku elektronli, zejména mitochondrie,
peroxisomy a chloroplasty. Hustou sit’ téchto organel miZzeme najit predevsim v ¢asti
rostlin s intenzivnim ristem a latkovou vyménou, napf. ristové vrcholy, klicky semen,
vznikajici pylové lacky, zakladajici se noduly stonkl, mista vétveni a nartstani

bocnich kotfent apod.
2.1 Reaktivni formy kysliku

Jak je patrné z obr. 1, v ptipadé ROS se jednd o molekuly nepodcenitelného vyznamu,
v mnoha smérech ovliviiujici zakladni metabolické pochody bunky, a tedy dilezité pro
fyziologii rostlin obecné. Piehled riznych forem ROS tvoficich se v Zivych organismech je

uveden v tabulce 1.

Tab. 1
Prehled nejcasteji se vyskytujicich reaktivnich forem kysliku v rostlinné buiice (Pievzato

z Piterkova et al., 2005).

Ndazev sloucleniny Struktura
Singletovy kyslik '0,
Superoxidovy anion-radikal 0,"
Hydroxylovy radikal HO’
Hydroxylovy ion OH"
Perhydroxylovy radikal O,H’
Peroxid vodiku H,0,

-12 -




Produkce ROS v bunice mize byt lokalizovana v riznych organelach, zejména
v téch, kde probiha intenzivni aerobni metabolismus. Mezi specifické drahy tvorby

patii napt. Mehlerova reakce probihajici v chloroplastech. Primarnim produktem je

hydroxylové radikaly a H,O,. Mehlerova reakce probih4 pii nizké koncentraci NADP”,
napf. pfi nedostateéné rychlé zpétné oxidaci NADPH v Calvinové cyklu. (Ahmad et
al., 2008). Dalsimi reakcemi, pfi kterych mohou vznikat ROS, jsou také elektronovy
transportni fetézec v mitochondriich a glyoxylatovy cyklus v peroxisomech (Miller et
al., 2008). Ptehledné jsou zdroje ROS uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2
Piehled zdroju reaktivnich forem kysliku (Pfevzato z Piterkova et al., 2005)
Forma .
kysliku Zdroj:
0, atmosféricky kyslik, PSII, rizné enzymy (superoxiddismutasa, katalasa)

osvétlené chloroplasty, PSII a PSI, mitochondrie v ptitomnosti NADH,Fe-S
0, proteiny, cytochrom P450, elektronovy transportni fetézec v endoplasmatickém
2 retikulu, herbicidy (paraquat a nitrofen), enzymové reakce: xanthinoxidasa,
NAD(P)H oxidasa, aldehydoxidasa, urikasa (EC 1.7.3.3)

glykolatoxidasa v glyoxysomech, osvétlené chloroplasty - PSII, mitochondrie
H,0, v pfitomnosti NADH, B-oxidace mastnych kyselin, Fe-S proteiny a enzymové
reakce (SOD, glykolatoxidasa, aminoxidasa, oxalatoxidasa, peroxidasy)

o' Haberova-Weissova reakce, Fentonova reakce

15 singletovy kyslik, excitované chlorofylové molekuly v tripletovém stavu,
2 znedisténi vzduchu (NO,, Oj, atd.)

Mechanismus uc¢inku ROS na signalni drahy muze byt obecné dvojiho typu:

e ROS-specifické senzory na povrchu buinky mohou aktivovat signalni kaskady a
tak buiiku pfimét k tomu, aby ovlivnila konkrétni bunéény proces,

e pfimo jednotlivé signalni slouc¢eniny mohou byt oxidovadny pomoci ROS, ¢imz
se zméni jejich signalni funkce bez zdsahu bunky na zdklad€ receptorového

signalu (Ahmad et al., 2008).

Mechanismus ptisobeni jednotlivych reaktivnich kyslikovych forem je rizny, je mozna
jejich reakce se slou¢eninami dusiku za vzniku reaktivnich dusikatych forem (RNS). Zpravidla

plati, ze:

-13-



e Superoxidovy radikal, jakozto nejcastéji vznikajici forma ROS, reaguje predevsim
s kovovymi ionty a klastry Fe-S. Ochotné reaguje s oxidem dusnatym za vzniku
peroxodusitanu, silného oxidaéniho ¢inidla, umoziujici naslednou nitraci a nitrosylaci
riznych substrata.

e Peroxid vodiku reaguje s thiolovou skupinou napf. cysteinu nebo glutathionu.

e Reakce peroxidu vodiku s chloridovym aniontem samovoln€¢ neprobiha, je vSak
katalyzovana enzymem myeloperoxidasou za vzniku chlornanu CIO™ jakoZto silného
oxidacniho ¢inidla.

e Reakce peroxidu vodiku sionty piechodnych kovi vede k tvorbé hydroxylového
radikalu.

e Hydroxylovy radikal je velmi reaktivni, reaguje s nukleovymi kyselinami, volnymi

nukleotidy, proteiny, lipidy a sacharidy (Bartosz, 2008).

Mozné drahy pfemén ROS v RNS a dalsi reaktivni molekuly jsou znazornény na obr. 2:

svétlo, UV

3
> o, = =
molekularni kyslik v 1 . . "
zakladnim stavu 03 0zon 02 singetovy kyslik

superoxidovy

m aniont radikal O, NO
! : \. peroxodusitan ONOO" co, CO, uhligitanovy radikal

_ peroxid vodiku H202 Cl
T Ar
OCI’ chlornanovy aniont OH + NOZ'
hvdroxviovd radikil OH - Organicka molekula RH
ydroxylovy radika alkylovy radikal R.iz alkoxylovy radikal RO

peroxylovy radikal ROO

Obr. 2
Schéma znazoriujici jednotlivé vztahy mezi ROS a RNS, cesty jejich vzniku a pfemény

(Prevzato z Bartosz et al., 2008).

V prubéhu evoluce se rostliny dostate¢né adaptovali na vliv ROS. Vybudované obranné
systémy tvori sofistikovany mechanismus na vice urovnich, jak enzymatické, tak
neenzymatické. Bylo dokdzano, Ze tyto systémy jsou zakomponovany piimo v genetické vybave
rostliny a dnes je znamo vice nez 150 genii u rostlin (v zavislosti od druhu) kédujicich enzymy
podilejici se na produkci a degradaci ROS (Mittler et al., 2004). Jejich stru¢ny piehled a

pouzivané zkratky jsou uvedeny v tabulce 3:
Tab. 3

Piehled antioxida¢nich systémi typicky se vyskytujici v rostlinné buiice, jak na enzymové, tak

na neenzymové trovni.
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Enzymové Neenzymové

antioxidanty antioxidanty
superoxiddismutasa (SOD) kyselina askorbova (ASA)
katalasa (CAT) a-tokoferol
askorbatperoxidasa (APX) glutathion (GSH)
glutathionreduktasa (GR) fenolické latky
dehydroaskorbatreduktasa (DHAR) polyaminy (putrescin)
monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR) zeaxanthin

... a mnoho dalsich

Mechanismus antioxida¢niho plisobeni a mira uspésnosti degradace ROS je zavisla na
charakteru antioxidantu (enzymovy, neenzymovy), na aktivit¢ téchto enzymu a fyziologickych
podminkach v bunce. Strucna charakteristika nejvyznamngj$ich antioxidacnich enzymi je

uvedena nasledovné:

1. Superoxiddismutasa
EC 1.15.1.1 (SOD, systematicky nazev superoxid : superoxidoxidoreduktasa)

Jedna se o nejcastéji o homodimerni metaloenzymy, které katalyzuji reakci:
20," +2H" — 2H,0,+ 0,

SOD jsou pfitomny v aerobnich a fakultativné aerobnich organismech a ve vSech
buné¢nych oddélenich citlivych na oxidativni stres, jako je napf. cytosol, peroxisomy, plastidy
(SOD s Cu/Zn), v mitochondriich (SOD s Mn) a v plastidech (SOD s Fe) Poprvé byla SOD
izolovana z kukufice, kde se nachazelo 6 izoenzymu. Tyto izoenzymy se podafilo identifikovat
testem citlivosti na peroxid vodiku a KCN: Cu/Zn-SOD je inaktivovana KCN i H,0,, Fe-SOD
pouze H,O, a Mn-SOD je rezistentni na oba inhibitory. Zajimavosti mezi témito enzymy je
SOD izolovana ze Streptomyces vyuzivajici Ni jako kofaktor. (Fridowich, 1989). 3D struktura

SOD izolované z rajcete je znazornéna na obr. 3:

s &4

) (AT |
e

Obr. 3

Homodimerni superoxiddismutasa izolovana a popsana v chloroplastu rajcéete (Solanum
lycopersicium). Vyznacené draselné ionty pro kazdou podjednotku jako stabilizujici ligandy
(Prevzato z PDB.org; DOI: 10.2210/pdb3hog/pdb).
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2. Katalasa
EC 1.11.1.6 (CAT, systematicky nazev H,0O, : H,0O, oxidoreduktasa)

vvvvvv

procesu ROS. Katalyzuji reakci:
2H,0, —» 0O,+2H,0

Jedna se o enzymy s kvartérni strukturou, kterou tvoii dimery ¢i tetramery. CAT byla
lokalizovana v eukaryontnich organismech s aerobnim metabolismem, kde je jeji hlavni funkci
degradace H,O, vznikajiciho ¢innosti oxidas, dale v reakci katalyzované SOD, napf. pii PB-
oxidaci mastnych kyselin, katabolismu purinovych bazi poptipadé i v pribéhu glyoxylatového
cyklu. Enzymy s katalasovou aktivitou nejsou specifické pouze pro degradaci H,O,, ale maji
také oxidasovou aktivitu, to znamena, ze jsou schopny katalyzovat oxidacni reakci napf.
methanolu, ethanolu, nebo nitritu za ptitomnosti H,O, (tzv. peroxidasova aktivita).
V soucasnosti se rodina CAT skutecné rozriistd. Pro lepsi orientaci byly katalasy rozdéleny do
tii skupin. CAT1 - vyskytujici se zejména v listech, aktivni pii fotorespiraci. CAT2 -
lokalizovany ve svazcich cévnich, a CAT3 - lokalizovany zejména v mikrotéliscich (pfedevsim
glyoxysomy) semen a mladych semenaccich (Dat et al., 2000). 3D struktura CAT je znazornéna

na obr. 4:

Obr. 4
Znazornéni tetramerni struktury katalasy izolované z kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(Ptevzato z PDB.org; DOI 10.2210/pdblade/pdb).

3. Glutathionperoxidasa
EC 1.11.1.12 (GPX, glutathion : H,0, oxidoreduktasa)

Jedna se o velice dtlezitou skupinu enzymu v rostlinné 1isi katalyzujicich reakci:

2 GSH + PUFA-OOH —» GSSG + PUFA + 2 H,0
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3D strukturu GPX znazornuje obr. 6. Jedna se o enzymy schopné likvidovat vznikajici
peroxid vodiku, tak i napf. produkty lipoperoxidace (PUFA-z angl. polyunsaturated fatty acids)
pri toxické oxidaci bunéénych membran zplisobené zvysenou koncentraci ROS. GPX preménuji
H,0, na H,O a O, stejné jako katalasy, a R-OOH preménuji na R-OH + O,, a to za spotieby
redukované formy GSH jakozto redukéniho ¢inidla. GSH je piirodni tripeptid (y-glu-cys-gly),
ktery tvofi nasledné dimerni oxidovanou strukturu (GS-SG). (Piterkova et al., 2005). Oxidaci
GSH znézornuje obr. 5:

OH o] NH,
SH )\/\ NH OH
o] o] NH
2 HN NH NH oxidace 5 0 o +H,
|
o} o} S
HO (o] o} o}
OH NH OH
HOMNH \/\H/
NH, 0 0
Obr.5

Oxidace glutathionu ptisobenim oxidacnich cinidel, jako napt. ROS nebo RNS (Wonisch &
Schaur, 2002).

(0]

Oxidovany glutathion se mize v buiice recyklovat - zpétné se redukuje za spotieby 1

molekuly NADPH v ptitomnosti enzymu glutathionreduktasy (GR) (Noctor et al, 1998).

Obr. 6
Struktura glutathionperoxidasy izolované z topolu chlupatoplodého (Populus Trichocarpa)
(Ptevzato z PDB.org; DOI: 10.2210/pdb2p5q/pdb).

Jak jiz bylo zminovano, existuje také fada neenzymatickych antioxidantt, které
se podileji na detoxifikaci ROS a RNS z bunék. Mnoho z nich se fadi do velmi
pocetné skupiny vitamind. Lokalizace i téchto antioxidantl je velmi uzce spjata

s vyskytem vysoké aerobni metabolické aktivity, jak zndzornuje tabulka 4:
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Tab. 4

Prehled nejvyznamnéjSich neenzymatickych antioxidanti a jejich subcelularni

lokalizace (Ptfevzato z Piterkova et al., 2005).

Antioxidant Lokalizace
Askorbat (vitamin C) apoplast, mitochondrie, plastid, peroxisom, cytosol
B - karoten plastid
Glutathion redukovany (GSH) cytosol, apoplast, plastid, mitochondrie, peroxisom
Polyaminy (putrescin, spermin) cytosol, mitochondrie, plastid, bunééné jadro
o. - tokoferol (vitamin E) bunécéné membrany
Zeaxanthin chloroplast

2.2 Reaktivni formy dusiku

Dalsi vyznamnou skupinu reaktivnich nizkomolekularnich latek zapojenych do
procesu bunééné signalizace jsou RNS. Vznikaji taktéZz v procesu oxidativniho
metabolismu, zejména enzymatickou cestou (obr. 7), kde vyznaénym produktem je
ptedevsim NO. Ten podléha dal§im pfeménam, a to Casto reakci s ROS, ¢imz dochazi
ke vzniku dal$ich typd RNS, které se vyznacuji zpravidla vyssi reaktivitou a siln¢j§imi
oxida¢nimi ucinky nez NO. Pusobeni RNS v organismu je oznacovano jako tzv.
nitrosativni stres a mize také vést k poSkozeni dilezitych bunéénych soucasti, jako je

DNA, lipidy a jiné. Piehled nejvyznamnéjsich zastupci RNS je uveden v tabulce 5:

Tab. 5
Prehled nejcastéji se vyskytujicich reaktivnich forem dusiku v buitice s aerobnim metabolismem

(Upraveno dle Corpas et al., 2008; Droge, 2002).

Ndazev sloucleniny Struktura
Oxid dusnaty *NO
S-nitrosothioly R-S-NO
S-nitrosoglutathion GSNO
Peroxodusitan ONOO™
Nitrosylovy kationt NO*
Nitroxylovy aniont NO -
Kyselina peroxodusita ONOOH

Mezi nejvyznamnéj$i zastupce RNS patii nepochybné oxid dusnaty (NO). Jsou znamy
¢etné fyziologické funkce NO v bunkach jak Zivocisnych, rostlinnych a houbovych organismt a
stale se objevuji dalsi nové poznatky. NO je paramagneticky lipofilni plyn obsahujici jeden

neparovy elektron (N=0"), podilejici se na jeho vysoké reaktivité a schopnosti dimerizace
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(O=N-N=0). Jest¢ v nedavné minulosti byl NO povazovan za polutant zivotniho prostiedi,
negativné ovliviwgjici zdravi. Bylo vSak dokazano, Ze tento zastupce RNS je tvofen v malém
mnozstvi 1 ve vSech bunkach aerobnich organismi. Vyzkumy dokazuji, Ze je zapojen do mnoha
signalnich funkci v buiice. U zivocCichil napt. zplisobuje vasokonstrikci a upravuje krevni tlak a
krevni ob¢h. U rostlin stimuluje kli¢ivost semen, prolomeni stadia dormance, také se zjistilo, ze
je zapojen do procesu oplodnéni, jakozto signalni molekula a mozny chemotakticky atraktant
klic¢ici pylové lacky. Pti studiu vlivu NO na patogenni houby byl prokdzan inhibi¢ni vliv na
kliceni a vyvoj patogenu a tedy na jeho potencidlni pouziti jako pfirodniho fungicidu pro
ochranu plodin.

NO v buiice miize vznikat bud’ enzymovou, nebo neenzymovou cestou. Enzymovou
cestu reprezentuji zejména enzymy podobné zivo€isné NO synthase (NOS) katalyzujici
konverzi argininu na citrulin. U rostlin jeji pfima existence prokazana nebyla, predpoklada se
vSak vyskyt podobnych enzymii schopnych této konverze. Existuji vSak i jiné¢ drahy
enzymovych reakci podilejicich se na tvorbé a produkci NO. Jejich moznosti propojeni
znazoriiuje obr. 7. Neenzymova tvorba je lokalizovand zejména v buiikidch s vysokou aerobni
metabolickou aktivitou. Jednotlivé funkce a cesty vzniku u rdznych druhti organismti budou

popsany v nasledujicich kapitolach.

l Apoplast Vakuola Chloroplast
NO (=2 = L-arginin ]
s 'y
+
NO;'< L-ornitin
2e NO;3° 2 3 1 4
NO;'/lo T Jr:loz'? NH," —> glutamat/glutamin
Cytoplasma l
NO;3 NO3” NO
1 lZe' L-citrulin A(L-Arginin
NO; NO; e’ NO o,

¥
L-arginin NO Respiraéni fetézec NO,
P i N
0 9 L-citrulin L-arginin 8 NO " e NO; L-citrulin L-arginin 7
NO

0, 0, Mocovina
L-citrulin &“ L-ornitin 6
Peroxisom ‘Mitochondrie ‘
Obr.7

Schéma znazornujici rizné cesty produkce NO v rostlinnych bunkach enzymatickou cestou.

Zhcastnéné enzymy: 1. cytosolicka nitratreduktasa; 2. nitritreduktasa; 3. glutaminsynthetasa a
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glutamin-2-oxoglutarataminotransferasa; 4, draha syntézy L-ornithinu: N-
acetylglutamatsynthasa, N-acetylglutamatkinasa, N-acetylglutamat-5-P reduktasa, N2-acetyl-
ornithinaminotransferasa, N2-acetylornithin:glutamatacetyltransferasa; 5. draha syntézy L-
argininu:  ornithintranskarbamoylasa, argininosukcinatsynthasa, argininosukcinatlyasa; 6.
arginasa; 7. mitochondrialni NOS 1; 8. peroxisomalni NOS; 9. apoplasticka NOS; 10.
membranova nitratreduktasa; 11. nitrit:NO reduktasa (Pfevzato z Stohr, 2006).

NO v buiikach zivych organismi muiize v podstaté reagovat étyimi zptisoby:

a) NO reaguje s molekularnim O, rozpusténym ve vodnych roztocich za vzniku dusitant
nebo dusi¢nant, v zavislosti na piitomnosti a sile dalSich oxidaénich ¢inidel.

b) NO reaguje se superoxidovym radikidlem za vzniku peroxodusitanového aniontu,
hydroperoxynitritu nebo dusi¢nanu v zavislosti na probihajici izomerizani reakci
hydroperoxynitritu.

c) reakci se superoxidovym radikalem za vzniku peroxodusitanu, a naslednou reakci s CO,
za vzniku nitrosoperoxyuhli¢itanu, ktery ma silné oxida¢ni ucinky, zptsobuje
nitrosylaci mnohem snadnéji nez peroxodusitan,

d) NO reaguje s pfechodnymi kovy v reakénich centrech riznych metaloenzymu
(Durzan & Pedroso, 2002; Giba et al., 1998)

Prehledné schéma nékterych reakci NO a zplsoby jeho degradace, ukladani ci
transportu jsou znazornény na obr. 8:
Deaminace DNA

A

NO, NO,O, Nitrosylace protein(

(Transnitrosylace)

Thioly, glutathion Protein-SH
2 & .
\ R-S-NO Protein
\ Glutathiolace

Disulfid (Transnitrosylace)

superoxid

R-tyr
ONOO" =———= ONOOH AN Nitrace

peroxodusitan kyselina peroxodusita (nitrotyrosin)

Lipidy Nizkomolekularni latky
DNA

oxidace DNA oxidace donory NO s dlouhou
nitrace, zlomy nitrace Zivotnosti

Obr. 8

Molekularni mechanismus propojeni a pfemén ROS a RNS: 1, Vznik N;O; z NO vede casto
k deaminaci bazi v DNA, vyznamny faktor starnuti rostlinnych pletiv. 2, NO se miize v buice
skladovat a transportovat ve formé nitrosothiolt, které NO predavaji dalS$im molekuldm

zejména transnitrosylaci pies atomy S nebo N. 3, NO reaguje se superoxidovym aniontem za
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vzniku peroxodusitanu, reakci s CO, vzniké nitrosoperoxyuhli¢itan (ONOOCOQO;), nitrosylujici
mnohem snaz nez ONOO™ (Pfevzato z Durzan & Pedroso, 2002).

Vzhledem k vysoké reaktivit¢ NO lze predpokladat jeho nestabilitu. V literature se
uvadi polocas jeho rozpadu rizné v zavislosti na podminkach prosttedi, napt. polocas rozpadu
NO v atmosféte obsahujici bézne 21% O; je = 3,5 hod, v atmosféte obsahujici pouze 0,3% je az
~ 16 hod (Soegiarto et al., 2003). Polocas rozpadu NO v zivé buiice je vSak mnohem kratsi,
pohybujici se kolem = 6 s diky nitraci bunénych soucasti a reakci s ROS kterych koncentrace

je v buiice mnohem vyssi nez v atmosféte (Thomas et al., 2001; Misra et al., 2010).

Pti studiu vlivu NO na rtizné Zivé organismy se pouziva NO bud’ v plynné formé, nebo
se pouzivaji slouceniny schopné NO postupné uvoliiovat do svého okoli. V dnesni dobé¢ je

bézné dostupna fada donortt NO od komer¢nich vyrobcet a jejich vycet je uveden v tabulce 6:

Tab. 6
Priklady sloucenin pouzivanych jako donory NO. V tabulce jsou uvedeny donory bé&zné

pouzivané v biochemické a biologické praxi.

Alternativni

Chemicky mnazev < .
Oznacenl

[(E)-Hydroxyimino]-6-methoxy-4-methyl-5-nitro-3-hexenamid NOR-3
S-nitrosoglutathion GSNO
3,3-Bis(aminoethyl)-1-hydroxy-2-oxo-1-triazen NOC-18
S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicilamin SNAP
Nitroprussid sodny SNP
N-(Methylnitrosokarbamoyl)-a-D-glukosamin Streptozocin
4-Fenyl-3-furoxankarbonitril Furoxan

a mnoho dalSich...

Jak je patrné z tab. 6, chemické latky uvolfiujici NO maji velice rozdilnou chemickou
strukturu, a je tedy zfejmé ze neuvoliluji NO stejné ochotné. GSNO, SNP a SNAP jsou donory,
které se v biochemické praxi vyuZzivaji nejcastéji. Bylo zjisténo, ze NO uvoliiuje nejochotnéji

SNAP, poté GSNO a nejobtiznéji SNP (Floryszak-Wieczorek et al., 2006).

3. Uloha RNS a ROS

Jak je patrné z predchozi kapitoly, ROS a také RNS mohou mit zna¢ny vliv na
funkci rostlinné i Zivoci§né bunky a také bunék hub, ¢im ovliviiuji homeostazu a
fyziologii celého organismu. Tuto podobnost lze vysvétlit napf. spole¢nou nebo

podobnou genetickou vybavou bunék rtznych druht, jak je ukazano na obr. 9.
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V nasledujicich podkapitolach jsou shrnuty poznatky ziskané pfi studiu vlivu
ROS a RNS (zejména NO) v procesu kliceni. Zaméfili jsme se zejména na studie
tykajici se role NO pfi kli¢eni pylovych zrn vys$sich rostlin (Cormobionta), a dale na
proces klic¢eni spor hub (fungi).

Suppresory bunééné smrti proteinové povahy
Proteiny rodiny Mago nashi

Semena

Cysteinové proteinasy

Hojné proteiny embryogeneze
Vakuolarni enzymy typické pro semena
Enzymy spojené s procesem
vysusovanim osiva

Podobné lipasy
a proteinkinasy

Podobné transkripéni faktory (DNA binding protein)

Acetyl CoA oxidasa

Ubiquitin
Obr. 9
Schéma naznacujici pocet genl a spoleénou genetickou vybavu pro pylova zrna a
semena vyS$Sich rostlin a spory mykotickych organismt (Pfevzato z Bushart et al.,

2007).

3.1 Uloha RNS a ROS p¥i kli¢eni pylu

Kvét (anthos, flos) je organ semennych rostlin (krytosemenné a nahosemenné
rostliny), ktery jim slouzi k pohlavnimu rozmnozovani. Kvéty obsahuji rostlinné
reprodukcéni organy, jejichz kone¢nou funkci je produkce semen ptedstavujicich
nésledujici generaci téchto rostlin. Jsou jimi plodolisty a tyCinky. Soubor plodolistt
jednoho kvétu se nazyva gyneceum a jeho tlohou je nést vajicka a umoznit jejich
vyvoj. Semenik (ovarium) obsahuje vajicka, ¢nélka (stylus; style) spojuje semenik s
bliznou, a blizna (stigma) je aktivni ¢ast pestiku, ktera je ptizptsobena k zachytavani
pylu.

Pyl samotny vznikd v procesu nazvaném samcéi gametogeneze. Z jedné
mateiské buiky pylu meiotickym délenim dochazi k vzniku tetrad, které jsou obaleny
kalosovou sténou. Pisobenim enzymu kalasy dojde k uvolnéni ¢ty mikrospor, které
postupné vakuolizuji, a heterogenné se rozdéli tak, ze mensSi generativni bunka se
nachazi uvnitt bunky vegetativni, ¢imz vznika utvar nazyvany jako dvoubunécny
samCi gametofyt. Nasleduje vysoka metabolickda aktivita v procesu zrani, kdy se

hromadi lipidy a Skrob, jakozto zasoba energie. V koneéné fazi z generativni buiiky
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vznikaji délenim dvé gamety a to bud’ jiz v prib&hu zrani pylu (typicky u trav), nebo u
jinych rostlinnych druhtt az pfi prorustani pylové lacky ¢Enélkou. Proces zrani je
zakonCen dehydrataci. Zraly pyl je pfenesen riznymi mechanismy na bliznu pestiku,
kde zacne klic¢it a prorista vodivym pletivem. Pfi kliceni pylu dochédzi ke tvorbé
kli¢nich poérid - tzv. apertur, ze kterych néasledné vyrasta kli¢ici pylova lacka. Podle
poctu apertur se tyto pylova zrna déli na trizonoporatni (okurka), pentazonoporatni
(javor) apod. (Vinter, 2008). Kli¢eni pylového zrna je vlastné rlst vegetativni buiky.
Generativni bunka a buiky spermatické, vzniklé jejim rozdélenim, jsou dopravovany
do semeniku rostouci vegetativni bunikou (obr. 10). Pyl Ize kultivovat in vitro a cely
proces zrani a kli¢eni pylu je mozné pozorovat a studovat (Setlik et al., 2004).

Pylova zrna chrani dva obaly — exina a intina. U krytosemennych je exina vice
diferencovana nez u nahosemennych. Exina se v tomto pfipadé miize skladat z
nékolika vrstev. V tvrdé exiné jsou klicni Stérbiny — apertury, které jsou velice
vyznamnym systematickym znakem. Apertur mize byt od 1 po vice nez 100. Proces

kli¢eni pylu pestikem v procesu oplodnéni ilustrativné znézoriiuje obr. 11:

< —ﬂ kalosova sténa

Q all. MEIOZA alosovi sténa
A pyiova .
matefska bunka 6 /‘) ,k ;,:: ) N
Boarsta ™ @
pfesun
= _jadra vakuela

uvoinéné ~a =
mikrospory

ed| derna
Mrl'gi&/ jnl':;vj::pou

Jadro vegetativni bunky

mikrofilament vezikuly s prekurzory
bunécné stény

R gqgoplazmalické retikulum

G

spermatické bunky

zralé pylové zmo vegetativni jédro

NS
kli¢eni pylu
dictyosom vnéjsi sténa mitochondrie

vezikuly splyvajici s bunéénou membranou

Obr. 10

Vlevo: Samc¢i gametogeneze: A - matefska buika pylu, B, C - tetrady, D, E -
jednojaderné a dvoujaderné nezralé pylové zrno, E, F, G - zrani pylu, I - kli¢eni pylu a
rozdéleni generativniho jadra na dvé gamety. Vpravo: Spic¢ka kli¢ici pylové lacky,

vyznaéeni bunéénych organel (pfevzato z Setlik et al., 2004).
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Obr. 11
Rist pylové lacky v pestiku. A), (B) Schematické zndzornéni zapojeni kliceni pylové lacky
Vv procesu oplodnéni. (C), (D) (Prortstani pylové lacky pestikem dokumentované u HuseniCku

rolniho (Arabidopsis thaliana) po barveni anilinovou modii (Pfevzato z Cheung et al., 2010).

Vyznamny fyziologicky vliv maji ROS a RNS v procesu opyleni a oplodnéni. V fadé
studii bylo prokazano, ze klicici pylova lacka na povrchu blizny pestiku je chemotakticky
navadéna atraktanty pfimo do stiedu pestiku k vajicku. Jedna se tedy o pozitivni reorientaci
zptsobenou chemotaktickymi latkami pestiku. Uloha ROS a RNS dosud v tomto sméru nebyla
piesné ujasnéna. Pravdépodobny mechanismus znazorfiuje obr. 12 (Dresselhaus et al., 2009).

(c)

(a) (b)

VNC

ROS
K*/ Ca?*

@ Secretory vesicle containing pollen tube attractants (LURE1 & 2; ZmEA1) ' Pollen tube ptor (unk )
®s Y icl ining polien tube ‘toxins’ (ZmES4) ' Activated poll be attractant receptor (unk )
@ s y vesicle ining pollen tube ligands (unknown) - Closed/open ion channel (e.g. KZM1 or ACA9)
I rerisiR receptor like kinase f® Opened/modified ion ch | (KZM1 opened by ZmES4)
! ligand activated FER/SIR receptor like kinase ? GPlanchored LRE
Obr. 12

Hypoteticky model zobrazujici bunééné a molekularni mechanismy podilejici se na piitazlivosti

pylové lacky a synergidy (Pomocnd, podpirnd buitka pritomnd uvniti zralého zdrodecného
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vaku krytosemennych rostlin. Vznikaji obvykle dvé na kazdy zdarodecny vak, ale nékdy
prechodné a jedna casto degeneruje. Funkci synergid je usnadnovat rist pylové lacky). A,
Vezikuly obsahujici atraktanty pro pylové lacky, jsou neustdle vyluCovany ze zralych
synergidnich bunék. Po navazani na receptor pylové lacky je rist pylové lacky reorientovan.
V synergidé¢ jsou rovnéz vezikuly obsahujici ,,toxiny* zastavujici rist pylové lacky po dosazeni
povrchu oosféry. B, Rist kli¢ici pylové lacky je zastaven prostfednictvim aktivace/deaktivace
receptort pylové lacky nebo iontovych kanalid. NO a ROS hraji dosud nejasnou roli v tomto
procesu. C, Bunécna signalizace v gametofytu vede k bunééné smrti synergidy a pylova lacka
nasledné praska po dramatické zméné sloZeni okolniho prostiedi diky degeneraci synergidy a
otevieni iontového kanalu. Zkratky: DSY - degenerujici synergidni buiika, MGU - spermatické
buriky, PT - pylova lacka, PSY - perzistentni synergidni burika, SY - synergidni burika, VNC -

jadro vegetativni bunky (Pfevzato z Dresselhaus et al., 2009).

Vyznamna role ROS pii rastu a kliceni pylovych zrn byla zdokumentovana pii tvorbé a
mife elasticity vznikajici bunécné stény. V tomto piipadé¢ se jednd o rast polarni, tzn., Ze v
prodluzujici se apikalni ¢asti je nejintenzivnéjsi tvorba nove vznikajici bunécné stény, nasledné
na bo¢ni bazi buiiky dochazi pak k jejimu intenzivnimu zpeviiovani. K intenzivni tvorbé ROS
dochazi zejména v apikalni ¢asti rostouci pylové lacky. Bylo prokazano, ze produkce ROS je
pro rist nezbytna. ROS stimuluje aktivitu Ca®* kanaléi a indukuje vtok t&chto iontd z vn&jsku
buiiky do cytosolu, kde nejvétsi koncentrace Ca** je zejména ve $picee klicici pylové lacky, jak

je ukazano na obr. 13 (Bell et al., 2009).

Tvorba
bunécné stény

T~

ca?

vazba do specifického mista

+ fosforylace

— e
HACC

Ca®

( RUST
Obr. 13
Schéma znazoriiujici produkci a vliv ROS na kli¢ici pylovou lacku. ROS vznikajici
enzymaticky pomoci specifickych NADPH oxidas, také oznaovanych RBOH (z angl.
respiratory burst oxidase homolog) kédujicich svymi geny RHD2 stimuluji specifické Ca®*
kanaly (HACC), které pumpuji tyto ionty do cytosolu a vytvareji repolarizaci. Ta stimuluje
tvorbu a produkci bunééné stény (BS). (Pievzato z Bell et al., 2009)
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Vyznamnou studii zabyvajici se zapojenim NO v procesu kli¢eni pylu byla studie Prado
et al., z roku 2004, kde byl studovan vliv zvySené koncentrace NO aplikované ke kli¢ici pylové
lacce pomoci sondy obsahujici donor NO. Pouzitym rostlinnym materidlem byl Cerstvy pyl lilie
dlouhokvété (Lilium longiflorum). Na agarosovém zivném mediu s vyvazenym pomérem CaCl,,
H3BOs, KCl1 a sacharosy o pH = 6 byla k naklicenému pylu aplikovan donor NO (SNAP sonda -
S-nitroso-acethylpenilcilamin, 10 mmol.I""). Po uvolnéni NO, ktery byl v pfimém kontaktu
s kli¢ici pylovou lac¢kou, bylo pozorovano zpomaleni ristu pylové lacky a v nékterych
ptipadech i jeho Uiplna inhibice doprovazena vznikem typického rozsiteni apikalni ¢asti. Po 15-
20 minutach se rast znovu obnovil, avSak ve sméru odlisném od ptivodniho a doslo k pomérné
ostré  reorientaci.  Aplikace lapate NO  c¢-PTIO  ([2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid] zrusila proces reorientace vyvolany lokalni zvySenou
koncentraci NO. K povSimnuti stoji fakt, Ze reorientace zpiisobena donorem NO je negativni -
smérem od zdroje NO (obr. 14), zatimco reorientace k oosféfe v procesu oplodnéni zpiisobena
pravdépodobné pomoci ROS je pozitivni - smérem k oosféte (obr. 11 a 12).

Cilem studie publikované v praci Prado 2004 bylo zjistit, jakym mechanismem se NO
podili na reorientaci. Je znamo, ze v sav¢ich bunkach zprostfedkovava signalizaci spojenou se
zménou koncentrace NO predevsim cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP). Koncentraci cGMP
v bunkach ovliviiuji dva enzymy NO-aktivovana guanylatcyklasa (GC) a fosfodiesterasa (PDE),
Pfirozenym inhibitorem GC je IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthin) a pro PDE sildenafilcitrat
(1-[[3-(4,7-Dihydro-1-methyl-7-oxo0-3-propyl-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl)-4-ethoxyphe-
nyl]sulfonyl]-4-methylpiperazin citrat), Viagra™). Po aplikaci NO sondy ke kli¢icimu pylu a
soucCasné aplikaci sildenafilcitratu byla detekovana mnohem intenzivnéj$i reorientace pylové
laCky (uhel byl dokonce az 180°) a to i pfi mensi koncentraci NO nez v predchozich
experimentech. Na zaklad¢ ziskanych vysledkd lze predpokladat, Ze vliv NO na rust a

reorientaci pylové lacky je zprostiedkovan ptes cGMP (Prado et al., 2004).

Obr. 14
(A): Casové sekvence rostouci pylové lacky L. longiflorum vystavené exogennimu pusobeni

zdroje NO. Pylova lacka v prvni fazi zpomalila rust, poté se ustanovila nova rustova osa, a rust
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pokracoval. Méfitko 30um. (B): Casova sekvence rostouci pylové lacky pii aplikaci nizi

koncentrace NO, ale po aplikaci sildenafilcitratu (Viagra™) (Pievzato z Prado et al., 2004).

Podobné vysledky byly ziskany také pii studiu vlivu NO na kliceni spor kapradiny
Ceratopteris ricardii. Byly opét vyuzivany donory NO a také jejich lapace, a bylo prokazano, ze
jak donory, tak i lapac¢e NO mohou ovlivnit pozitivni gravitropismus tvoticich se rhizoidu.
Nejvétsi zmény byli patrné po aplikaci LY83583, coz je 6-(fenylamino)-5,8-chinolindion,
inhibitor guanylatcyklasy aktivované NO. Tyto experimenty potvrzuji vyznamnou roli NO jako
signalniho a stresového faktoru u rostlin (Morris & Porterfield, 2004).

V posledni dobé se intenzivné studuje tvorba endogenniho NO v rostlinnych buiikéch, a
jeho zapojeni v procesu kliceni a ristu. Doposud bylo identifikovano 6 enzymatickych a cela

fada dalsich neenzymatickych cest produkce NO v rostlinné buiice, jak znazoriuje tabulka 7.

Tab. 7
Ptehled enzymatickych a neenzymatickych zdroji NO v rostlinné bunice (Pfevzato z Piterkova

et al., 2008).

Nazev enzymu Substrat Kofaktory
Enzymy podobné NOS L-arginin NADPH, FAD, FMN,
L, Nitratreduktasa NO5 NADH
Enzymaticky o
) Nitrit:NO reduktasa NO, NADH
zdroj Kienova peroxidasa N-hydroxyarginin NADH
Xanthinoxidasa Hydroxymocovina -
Cytochrom P-450 NO, Cytochrom c
Reaké¢ni podminky Vychozi latka Produkt
Neenzymaticky nizké pH, apoplast 2 NOy NO; a NO
zdroj fyziologické pH NO, + askorbat NO + dehydroaskorbat
svétlo, karotenoidy NO, NO

Mezi enzymatické zdroje NO patii predevsim:

a) Enzymy podobné NO synthase (NOS; EC 1.13.14.39). Samotny enzym byl popsan u
savcl, u rostlin jeho existence doposud nebyla potvrzena, pfedpoklada se vSak existence
strukturn¢ podobnych enzymu katalyzujicich stejnou reakci. Jedna se o heterotetramerni
Ca-kalmodulin (CaM) dependentni hemoprotein produkujici NO oxidaci L-argininu péti
elektrony na citrulin a NO. U rostlin jsou tyto enzymy aktivovany mimo jiné UV-B
zatenim (He, Bai et al., 2007).

b) Nitratreduktasa (NAR; EC 1.7.1.1). Homodimerni enzym aktivovan fosforylaci, kterého
kazda podjednotka obsahuje FAD, hem a molybdenovy kofaktor. Katalyzuje
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dvouelektronovou NAD(P)H-dependentni redukci dusi¢énanu na dusitan nebo
jednoelektronovou redukci dusitanu na NO.

c) Nitrit:NO reduktasa (EC 1.7.2.1) katalyzuje redukci dusitanu na NO, donor elektronti
neni zatim pfesn€ znamy.

d) Krenova peroxidasa (EC 1.11.1.7) produkuje NO z N-hydroxyargininu nebo
hydroxymocoviny v pfitomnosti H;O5.

e) Cytochromy P-450 (EC 1.14.-.-) je rodina enzymi produkujicich NO katalyzou oxidace
N-hydroxyargininu za pfitomnosti kumylhydroperoxidu.

f) Xanthinoxidasa (EC 1.1.3.22). Molybdenovy enzym existujici ve dvou pfeménitelnych
isoforméch, xanthinoxidasa a xanthindehydrogenasa. Produkuje NO za podminek
hypoxie az anoxie, kdy dochazi k redukei dusitani na NO pomoci elektronti komplexu
I dychaciho fetézce. Proto je takto produkovany NO signdlem anoxie a dochézi
K ovlivnéni respiracniho fetézce jeho reversibilni vazbou na enzym cytochrom c

oxidasu (COX) a tim jeho inhibici (Benamar et al., 2008; Piterkova et al., 2008).

Klic¢ici pylové lacky pravdépodobné obsahuji enzymy piibuzné zivocisné NOS, zjistilo se
napft., Ze ultrafialové svétlo (UV-B) zvysuje aktivitu NOS, ¢im dochazi k zvySeni intracelularni
koncentrace NO vV buiice, a tim K inhibici kli¢eni pylovych zrn. Lze tedy pfedpokladat, Ze NO
muze inhibovat kli¢eni pylu a jeho nasledny rust (He et al., 2007).

Kliceni a rlst pylovych lacek, a obecné vSech na vrcholu rostoucich bunék (pylova zrna,
kotfenové vlaseni, protonemata kapradin a mechd, hyfy houbovych organismil) mize vyznamné
ovlivnit fada dalsich latek. Jedna se napiiklad o Ca®" ionty, které se dovniti kligici pylové lagky
dostavaji za pomoci pump pro vapenaté ionty, které se nachazi sice po celém povrchu pylové
lacky, ale aktivni jsou pouze v apikalni ¢asti pylové lacky, kde se pylova lacka prodluzuje a je
zde nejvyssi koncentrace zivin, metaboliti a rGstovych faktorti (napt. NADPH) (Cérdenas,
2006). Predpoklada se, ze Ca*" ionty maji pii kliceni pylu 4 zakladni funkce: ovliviji funkci
GTPas a stabilizuji vzniklé GTP, podminuji spravnou funkci aktinového cytoskeletu, jsou to
signalni molekuly riznych kaskad, a kooperuji s funkci pektinmethylesteras aktivnich pfi
vzniku a impregnaci vznikajici bunécné stény pektinem. Také dalsi molekuly, jako napt. GABA
(kyselina y-aminomaselnd) pfimo ovliviiuji kli¢eni pylu a jeho orientaci k oocytu (Eckardt,
2005).

Molekularni mechanismus piasobeni NO a Ca** iontd v procesech klideni pylu a
ostatnich kli¢icich organismii neni dosud dokonale objasnén, existuji vSak jist¢é modely

pusobeni na zaklad¢ dosavadnich poznatkl. Nékteré z nich jsou znadzornény na obr. 15:
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Obr. 15

Schematické modely piedpokladanych signalnich drah a propojeni piisobeni NO a Ca® ionti
v procesech kli¢eni pylu a oplodnéni rostliny. I) 1) Osmoticky pohanéné prodluzovani pylové
lacky vede k otevieni Ca®* kanald a vyronu téchto iontd do buiiky. Protein kalmodulin (CaM) je
schopen tyto ionty navazat 2) a transportovat, pfi¢emz zméni svou prostorovou konformaci a
mize se navazat na NOS 3) NOS, ktera zacne konvertovat L-arginin na citrulin za uvoliiovani
NO, aktivujici GC 4). GC konvertuje GTP na signalni molekulu ¢cGMP, které mnozstvi je

regulovano PDE 5). cGMP reguluje aktivitu iontovych kanali a tim i koncentraci iontti v buiice.
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1) 1) Vajicko vysila chemické signaly vedouci k tvorbé NO v pylové lacce, ¢imz se také
aktivuje GC 2) a oboje, NO a cGMP reguluji osmoticky tlak v buiice aktivaci iontovych kanald.
III) Model uvazujici chemické signaly pestiku a pylu a tim zménu sméru kli¢eni zménou
cytoskeletarnich vldken moznymi jinymi signalnimi drahami (pravdépodobné Cl” dependentni

drahou) (ptevzato z Prado et al., 2010).

Pro studovani vlivu a metabolické aktivity ROS a RNS jsou velmi ¢asto pouzivany pro
detekci ROS a RNS specifické sondy umoziujici lokalizaci jejich produkce s vyuzitim
mikroskopickych metod. Pro histochemickou lokalizaci H,O, se pouzivda DAB (3,3'-
diaminobenzidin, také 3,3'4,4'-tetraamino-difenyl). V misté¢ vyskytu H,O, dochazi k vzniku
hnédého zbarveni. Druhou moznosti jak lokalizovat H,O, je aplikace TMB (3,5,3".5'-
tetramethylbenzidin), ktery tvofi v jeho pfitomnosti modré zbarveni. DalS$i moznosti je vyuziti
H,DCF-DA (2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat), ktery vykazuje Sirokou specificitu a tvoii
fluorescen¢ni produkt piedevsim s ROS (Sedlafova et al., 2007; Mclnish et al., 2006, Corpas, et
al., 2004). Superoxidovy aniont (O;") se ¢asto indikuje pomoci NBT (nitrotetrazoliova modrt) za
vzniku temné¢ modrého formazanového precipitatu. Reaktivni formy dusiku, zejména NO Ize
indikovat napt. pomoci fluorescenéni proby DAF-2 DA (diaminofluorescein diacetat), ktery ma
schopnost pomérné lehce difundovat do bunék, kde se za pomoci cytosolickych esteras

odstépuje acetat a v piitomnosti NO a O, dochazi k oxidaci na fluoreskujici

triazolofluoresceinovy derivat. Pfehled struktur vyuzivanych prob je vyznacen na obr. 16:

Obr. 16
Chemické struktury detek¢nich sond pouZzivanych pro lokalizaci ROS a RNS:
1-DAB 2-NBT 3-DAF 4 - H,DCF 5-DAF2 - DA 6 - TMB.

Zdroj: www.sigmaaldrich.com
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3.2 Uloha RNS a ROS p¥i kli¢eni houbovych spor

Houby (Fungi, dfive Mycophyta) pfedstavuji velkou skupinu zivych organismu
dfive fazenou k rostlinam, ale nyni vyclenénou jako samostatnou fiSi. V uzs§im pojeti
jsou houby stélkaté organismy rizného tvaru a velikosti, bez asimilaénich barviv (tzn.
bez plastidi), s heterotrofni vyZzivou, s buné¢nou sténou impregnovanou chitinem.
Zasobni latkou jsou oleje a glykogen. Houby se mohou rozmnozovat pohlavnim i
nepohlavnim zpisobem V ptipadé vegetativniho rozmnozovani dochazi napt. K
fragmentaci vlaknité stélky, u jednobunéénych kvasinek puceni nebo produkci
nepohlavnich vytrusu, a to bud’ ve specializovanych sporangiich, nebo pfimo na houbovych
vlaknech v konidioforech. Pohlavni rozmnoZovani je b&Znym zplisobem rozmnozovani u
vétsiny druhti hub, kdy dochazi ke splyvani buné¢nych jader a meiotickému déleni, s naslednou

tvorbou spor, tzv. vytrust (Sasek & Prasil, 2003). Kli¢eni spory je znazornéno na obr. 17.

Bunééna sténa Plasmticka
membrana

Oblast
vrcholového Vezikuly Mikrotubuly Mitochondrie
téliska

Obr. 17
Riistovy vrchol houbové hyfy (Upraveno podle Sasek & Prasil, 2003).

Spory kli¢i za ptiznivych podminek (vlhkost, vhodné pH a teplota), tvofi se
mykotické vlakna - hyfy, které podobné jako pylova la¢ka u rostlin vykazuji apikalni
polarni rust. Hyfa je rozdélena na kompartmenty za pomoci piepazek (septum), které
jsou propojené centralnim porem (=0,5um) podobnym napf. plasmodesmatim u
rostlin, pfes které je umoznén tok cytoplasmy a v ni rozpusténych latek, ale také
bunéénych organel napf. jader nebo mitochondrii. Kli¢eni spor mize nastat bud
okamzité pfi dosazeni vhodnych podminek pro rust a kliceni, nebo musi dojit k urcité
indukci kli¢eni pusobenim raznych rastovych faktord, napf. tepelny Sok. Po indukci
kliceni dojde k aktivaci a rapidnimu zvySeni aktivity enzymi, zejména trehalasy,
glycerol-3-fosfatasy a glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy, kterad je zajimava tim, ze
se aktivuje ADP-ribosylaci, jenz probihd pouze v pfitomnosti NO nebo substratu -

glyceraldehyd-3-fosfatu (Deveze-Alvarez, et al., 2001).
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Jiz dlouhou dobu je znamo, Ze reaktivni kyslikaté a dusikaté formy jsou
produkovany bunkami mykotickych organismi v rizné mife pii rozmanitych
fyziologickych procesech, podobné, jak bylo popsano u rostlin. Jejich hladiny kolisaji
v zavislosti na vlivech venkovniho prostiedi, jako je napt. vodni dispozice, nedostatek
zivin, mechanické poskozeni, intenzita riiznych typi zafeni (a, B, y, UV) ¢i interakce
S jinymi organismy (Belozerskaya & Gessler, 2006; Droge, 2002). ROS a RNS se
nepodileji pouze na oxidativnim stresu vyvolaném pusobenim stresovych faktort a
bunééném starnuti, ale také napi. na regulaci proliferace, diferenciaci, extracelularni
signalni transdukci, iontovém transportu apod. Dosud znamych cest produkce RNS a ROS
v mykotickych buiikdch je hned nékolik. Asi nejcastéj$im producentem ROS je reakce O,
sNADPH za vzniku O, . katalyzovand enzymem NADPH-oxidasou (NOX) kotvenou
Vv cytoplasmatické membrané. Existence NOX byla prokdzdna ve vSech mnohobunécnych
organismech, vyjimkou jsou pouze kvasinky Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces
pombe a nékteré huby vykazujici dimorfismus (Gessler, Aver'yanov 2007). Jeji

pravdépodobnou strukturu znazornuje obr. 18.
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Obr. 18

Schéma znazoriujici typickou strukturu NADPH oxidasy (NOX - RBOX - respiratory burst
oxidase homolog). NOX je tvofena z cytosolového amino-terminalni regionu obsahujiciho dva
EF fetézce schopné vazat Ca®* ionty, Sest transmembranovych domén véetné dvou molekul
hemu (Fe), a katalytickou karboxy-terminalni doménu obsahujici FAD- a NADPH-vazebné
domény. NOX vytvari superoxid vné bunky z molekularniho kysliku ptevodem elektront z

oxidace NADPH v burice (Pfevzato z Bell et al., 2009).

Produkce RNS, napt. NO, v houbach se ucastni enzymy s NO-synthasovou aktivitou
(NOS). Jedna se o enzymy, které vyuzivaji fadu kofaktorad (NADPH, FAD, FMN, hem, CaM,
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tetrahydrobiopterin), katalyzujici pfeménu L-argininu na citrulin za vzniku NO (obr. 19)

podilejiciho se napft. na regulaci tvorby a formace plodnic a sporangiofor (Maier, et al., 2001).

HO

N H; JI\ I
HN7 "NH HN7 NH H,N )J\NH
NADPH + 0, NADP” + H,0 112 HADPH + O, 12 NADP™ + H,0
NH] \ A NG \ A NH;
0 0 o + NO
H H H
0 0
L-arginin N-hydroxy-L-arginin L-citrulin
Obr. 19

Schéma reakce NO-synthas (NOS) identické pro burnky savci, rostlin i mykotickych organismi

(Kanadia et al., 1997).

Mykotické organismy byvaji Casto biotrofnimi parazity, napiiklad u rostlin. Bylo
dokazano, ze v misté infekce dochazi k mnohonasobnému zvyseni koncentrace ROS a RNS.
Predpoklada se, ze tyto reaktivni formy jsou produkovany zejména rostlinou, nikoli
mykotickym organismem. Signaliza¢ni pochody rostliny napadené biotrofnimi patogeny jsou
uzce spjaty se zvySenim endogenni hladiny NO a jeho signalizaci vedouci k produkci jiz
zminénych ROS (Hong et al., 2008). Na produkci ROS a RNS se mohou podilet u obou
organismu enzymy s podobnou katalytickou aktivitou (napt. NOX). U hub se produkce ROS
dale ucastni flavinovy enzym glukosaoxidasa, ktery se nachdzi typicky pouze u hub a je
schopen oxidovat glukosu vzdusnym kyslikem na kyselinu glukonovou za vzniku odpadniho
produktu - H,O,. Dalsim producentem H,0O, je napt. glyoxaloxidasa pozorovana u nékterych
fytopatogennich kmend.

Specialni postaveni maji latky zvané elicitory. Elicitor je latka schopnd vyvolat
obrannou reakci v rostlin¢ a aktivovat tak cely obranny mechanismus rostliny. Jedna se 0
metabolity patogenu, rizného chemického slozeni nebo fragmenty poskozené bunky
(oligosacharidy, peptidy, glykoproteidy, lipidické latky, atd.), které¢ nejsou schopny sami od
sebe produkovat ROS ani RNS, ale jsou schopny vyvolat u rostlin obrannou reakci spojenou
napf. s produkci ROS. Typickymi ptiklady elicitori jsou protein elicitin, kyselina arachidonova,
nebo uhlikaté slozky bunécéné stény hub (chitosan) (Shibuya & Minami 1998; Keller et al.,
1996).

Na produkci ROS a RNS se dale mohou podilet mykotoxiny, jedovaté sekundarni
metabolity mikroskopickych hub. Mykotoxiny mohou bud’ pifimo uvoliiovat ROS a RNS nebo
se podili na jejich produkei po redoxni reakci se slozkami rostlinné bunky. Do prvni skupiny
jsou fazeny fotosenzitivni mykotoxiny pifimo produkujici ROS a RNS (cerkosporin —

singletovy O, a Oy’ ", dothistromin —» O," a H,0,). Druhou skupinu tvofi toxiny necitlivé na
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svétlo, ale vysoce reaktivni (naftazarin — prenaSeni elektrond z dychaciho fetézce rostlinné
buniky na O,, dihydrofusarubin — detoxikovan cytochromem P-450 za produkce ROS).
(Gessler et al., 2007).

Houby obsahuji rovnéz detoxikacni a antioxidacni systémy velmi podobné systémim
znamym u rostlin, napf. superoxiddismutasy, katalasy, karotenoidy (B-karoten,
neurosporaxanthin, astaxanthin), slou¢eniny na bazi thiolt (thioredoxin, glutathion, -SH skupiny
proteint) (Belozerskaya et al., 2006, Mayer et al., 2001). Nékteré druhy hub oznacované jako
denitrifika¢ni obsahuji enzymy zapojené v metabolismu N, a NO. Jedna se o nitratreduktasu
(NAR), nitritreduktasu (NIR) a reduktasu NO (NOR) které katalyzuji sled reakei:

NAR NIR NOR

NO, NO, NO —~ N0

Reduktasy oxidu dusnatého se podileji na detoxikaci NO, ale postradaji
monoxygenasovou aktivitu, tedy nedokazou oxidovat substraty s vyuzitim O,. Jedna se o
hemoproteiny obsahujici v aktivnim mist& skelet protoporfyrinu IX, avsak s vazanym Fe"
kationtem a thiolatovym residuem cysteinu. Tyto enzymy byly na zakladé své strukturni
podobnosti zafazeny do rodiny cytochromi P-450. Mechanismus ptisobeni NOR je znazornén

na obr. 20. (Toritsuka et al., 1997).

Felt / » Fe'*-NO

N0, Hy0 NO NADH

NO, H* [: [Fe**-NOJ* H* NAD'
Obr. 20

Molekularni mechanismus ptisobeni NOR. (Pfevzato z Toritsuka et al., 1997).

Rostliny odpovidaji na napadeni patogenem aktivaci mnoha indukovanych obrannych
reakci. Tyto reakce jsou regulovany siti vzajemné propojenych signalnich drah, v nichz
klicovou roli hraji tfi hormony: kyselina salicylova, jasmonova a ethylen (Bhattacharjee, 2005).
Prestoze se signalni drahy téchto hormont protinaji, kyselina jasmonova se podili pfedevsim na
rezistenci rostlin k nekrotrofnim patogentim, zatimco kyselina salicylova je davana do
souvislosti s patogeny biotrofnimi (De Vos et al., 2005). Indukce ROS a RNS vyse uvedenymi
hormony muze vest k programované bunééné smrti a aktivaci nékterych genti spojenych
S imunitnimi procesy, jak je souhrnné znazornéno na obr. 21 (Mayer et al., 2001). Imunitni
odpovédi rostlin se 1isi v zavislosti od druhu hostitele a jsou dnes pomérné¢ dobfe prozkoumany.
Souhrnné se oznacuji jako tzv. NHR efekty (z angl. non-host resistance) a zahrnuji jakousi
vrozenou odpovéd’ na napadeni patogenem. Posledni vyzkumy poukazuji na dvoji funkci NO

V procesu rostlinné patogeneze. Bylo napf. zjisténo, ze NO jednak zpomaluje kli¢ivost spor
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v patosystému Solanum spp. - Oidium neolycopersici, zatimco lapa¢ NO c¢-PTIO v kone¢ném
diisledku vedl k akceleraci kli¢eni a rozvoji patogeneze. Inhibice NOS pomoci L-NAME (L-N°-
nitroarginin-methylester-hydrochlorid) neméla na vyvoj tohoto patosystému znaény dopad.
Produkce NO byla detekovana vyznamné zejména u genotypl odolnych vici patogenezi O.
neolycopersici, a to S. chmielewskii (stfedné resistentni) a S. habrochaites f. glabratum (vysoce
rezistentni). Druhym vyznamnym poznatkem v uloze NO v tomto patosystému je, Ze rovnéz
sporulace byla vyznamné potlacena u genotypti s vysokou resistenci a teda vysokou tvorbou NO
(Piterkova et al., 2011). Uloha ROS v tomto patosystému je také vyznamna, a zjistilo se napf.,
ze vyssi hladiny ROS tvofenych pii napadeni rostliny patogenem indukuji kli¢eni spor, zatimco
aplikace antioxidantu zhasejiciho ROS toto kliceni oddaluje (Sedlatova et al., 2011). Klasicky

pribéeh infekce rostliny biotrofnim patogenem je popsan v n€kolika krocich na obr. 22.

Biotrofni patogen \
Hostitel Rozklad RO S SEKRECE ENZYMU
USNADNENY UTOK (KATALASY,
PATOGENA PEROXIDASY, SOD, ...

Infikovany hostitel Patogen Zijici v hostiteli

\‘ jlcm\uz ACE
Oxidativni vzplanuti

Tvorba ROS \

Lokalizovana bunééna smrt
Obr. 21

Schematické znazornéni nékterych interakci mezi hostitelem (rostlinou) a biotrofnim houbovym

patogenem zpusobujicim nekrosu (Upraveno dle Mayer et al., 2001).
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Obr. 22

Odezva rostliny na infekci patogenem Puccinia triticina. (A) Schéma zobrazujici infekcei: a,

spora na povrchu listu; b, kli¢ici vlakno; ¢, apresorium na povrchu priduchu d, substomatarni
vacek; e, infekéni hyfa; f, haustorium pronikajici do mezofylu hostitele. (B) naklicené spory.
Cervena $ipka oznaGuje spory, bila Sipka oznaGuje kli¢ici hyfu patogenu. (C) apresorium
tvofené pies pruduch oznacené cervenou Sipkou. (D) indukovana bunéénd smrt oznacena
¢ervenou Sipkou po pokusu o prunik pies pruduch. Bila Sipka ukazuje na pfilehlé nakli¢ené
spory (E) Cervena Sipka ukazuje substomatarni vezikul, bilé Sipky ukazuji infekéni hyfy
v substomatarni dutiné. (F) c{ervena Sipka ukazuje haustorium, které se vyvinulo
v mezofylovych bunkach hostitele. (G) matetské bunky haustoria jsou znazorn€ny Cervenymi
Sipkami. Zlutd $ipka ukazuje haustorium, vyvinuté v mezofylovych buiikach hostitele. (H)
haustorium vytvoiené v mezofylu rostlina uzaviela v kalosové dutiné a je oznafena Cervenou

Sipkou (Pfevzato z Shafiei et al., 2007).

Vliv ROS na vyvoj spor zavisi na koncentraci téchto latek. Optimalni koncentrace ROS
vede K pozitivnimu ovlivnéni fady signalnich drah zodpovidajicich za spravny vyvoj organismu.
Vyrazné zvySena koncentrace ROS naopak muze byt Skodliva a vést v krajnich situacich az
k bunééné smrti. Dilezita je forma zmény a mechanismus pisobeni, kterou v dané koncentraci
jsou schopny ROS vyvolat. Bylo napt. prokazano, Zze pii nizké koncentraci H,O, doslo
K inhibici kliceni spor, v duasledku nedostatetné koncentrace ROS nutné pro aktivaci
odpovidajicich signalnich drah. Po zvyseni koncentrace ROS na optimalni hodnotu pro dany
stav a organismus bylo zahijeno kliceni a opét pfi vysokych koncentracich ROS byla

zaznamenana inhibice kli¢eni, vtomto ptipadé zplsobend nevratnymi reakcemi ROS
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v organismu vedoucimi k oxidaci a degradaci slozek bunéénych organel (Belozerskaya &
Gessler, 2006).

Oxid dusnaty (NO) a dusitany ovliviiuji kli¢eni a zivotaschopnost mykotickych
organismu v zavislosti na typu organismu a pH prostiedi. Pti studiu role NO ve fyziologickych
a obrannych reakcich Zivych organismu je pouZzivana fada sloucenin vystupujicich jako donory
NO. V piipadé donoru SNP - Nay[Fe(CN)sNO] se vzdy ustali rovnovaha mezi NO a NO;.
Produkce NO timto donorem je vzdy vyznamné zavisla na ase pusobeni a na jeho koncentraci,
je vSak nevyznamné zavisld na pH media, ve kterém se vyskytuje. Pfi pouziti jinych donort
NO, jako je napi. SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicilamin) nebo GSNO (S-nitrosoglutathion)
dochazi k uvolnéni pouze NO. Experimenty prokazaly, ze napi. kli¢ici hyfy kvasinkového
druhu Candida albicans jsou odolné viic¢i zvysené koncentraci NO a také dusitanti nezavisle na
pH prostfedi naopak blastokonidie (nepohlavni spora vznikla pucenim, casto kulatého nebo
ovalného tvaru typicka pro kvasinky) jsou na zvysenou koncentraci RNS rezistentni zejména
Vv neutralni oblasti pH, kdezto v kyselé oblasti pH (4-5) jsou citlivéjsi a dochazi k inhibici
kliceni a elongaci hyf, v krajnich pfipadech az k bunécné smrti (Abaitua et al., 1999).

Na zaklad¢é poznatki ziskanych ze zékladniho vyzkumu byly realizovany experimenty
se snahou vyuzit prakticky NO jako fungicid a to ve formé postiiku obsahujicim donor NO nebo
baleni v ochranné atmosféfe NO u rdznych poskliziiovych patogenti ovoce a zeleniny,
predevsim Aspergillus niger, Monilinia fructicola a Penicillium italicum za ucelem snizeni
kazivosti zeméd¢lskych produkti. NO byl aplikovan v plynné formé injekéné pod vicko Petriho
misek s kli¢icimi sporami vySe uvedenych patogent, nasledné byla stanovena kli¢ivost spor,
rust mycelia a jeho elongace a také schopnost sporulace. Byl prokazan inhibi¢ni vliv NO na
studované parametry, inhibice se vSak objevila pti riznych koncentracich atmosférického NO v
zavislosti na druhu pouzitého patogenu, z diivodu ruzné citlivosti jednotlivych druhti na NO.
(Lazar et al., 2008).

NO v pfipadé kli¢icich spor n€kterych druhti patogennich hub jako je napi. Blumeria
graminis mize vyvolat také morfologické zmény. Bylo prokazano, ze vlivem NO, tvofené¢ho
v burice za béznych fyziologickych podminek pomoci mykotické NOS, dochézi k tvorbé tzv.
apresoria, utvaru zvétsujiciho aktivni povrch mykotického vldkna pro usnadnéni ptijmu zivin,
ktery tvoii n€které biotrofni patogeny po napadeni hostitele. Po aplikaci lapace NO - c-PTIO
doslo k razantnimu snizeni Cetnosti tvorby apresoria, a podobného vysledku bylo pozorovano po
aplikaci L-NAME jakozto inhibitoru NOS. Tim bylo prokazano, ze pravé NO se podili na
tvorbé apresoria nekterych mykotickych organismd, a jeho koncentrace je praveé zde nejvyssi
(obr. 23). V tomto piipadé dochazi k velice sofistikovanému prizptisobeni patogenu rostlinnému
organismu, produkujicimu v ramci obrannych mechanismiit ROS a RNS, které mize dany
patogen dokonce vyuzit ve svilj prospéch, napt. k tvorbé jiz zminéného apresoria (Prats et al.,

2008; Sedlarova et al., 2010).
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Obr. 23

Fotografie zobrazujici kli¢ici sporu B. graminis tvofici apresorium. (A) Naklic¢eni po 12 hod. 1 -
kli¢ici hyfa, 2 - télo spory, 3 - kli¢ici vlakno apresoria, 4 - lalok apresoria. (B) Lokalizace NO
V apresoriu a zejména jeho Spicce pomoci DAF-2 DA s vyuzitim fluorescencni mikroskopie.
(C), 3D obraz znazoriiyjici pii¢né optické Casti ziskané z levého obrazku (Pievzato z Prats et al.,
2008).

Houby jsou schopny zit nejen individualné, ale také v symbidze, zejména
S jednobunécnymi fasami nebo sinicemi za tvorby symbiotického organismu — lisejniku.
Fotobiontem v tomto pfipadé je fasa nebo sinice, mykobiontem je vieckovytrusna nebo vzacné i
stopkovytrusna houba. Také u téchto organismi dochazi k tvorbé ROS a RNS v ramci
fyziologického vyvoje organismll nebo v reakci na stresové podminky. LiSejniky Ziji v pomérné
neptiznivych podminkach a Casto jsou vystaveny pusobeni nizkych teplot nebo nedostatku
vlahy. Experimenty prokazaly, Ze pfi opétovné rehydrataci dochéazi k nardstu koncentrace ROS
a RNS jako odpovédi na fyziologicky stav organismu ale na druhé strané dochézi ke zvyseni
intenzity fotosyntézy (obr. 24). Koncentrace ROS a RNS se zvySuje nezavisle na svételnych
podminkéch, z cehoz vyplyva, Ze klicovym spoustécem produkce ROS a RNS je rehydratace, a

ne fotosyntéza (Weissman et al., 2005).
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Obr. 24
Kinetika produkce NO v houbovych hyfach rehydratované stélky lisejniku Ramalina lacera

sledovana pomoci fluorescenéni sondy DAF-2 DA laserovou konfokalni mikroskopii. Cerveny
kanal - fluorescence chlorofylu v chloroplastech bunék fas, zeleny kanal - DAF-2T
fluorescence. K &astem stélek (1 cm?) na podloznim sklu bylo aplikovano 100 ul 10 uM DAF-2

DA v deionizované vod¢. Méfitko: 1 cm = 30 um (pfevzato z Weissman et al., 2005).
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4  Material a pristroje

4.1 Chemikalie

Agarosa standard EEO (Serva, Némecko), askorbova kyselina (Duchefa,
Holandsko), sacharosa (Lachema, Ceska republika) chlorid vapenaty dihydrat (Sigma,
USA), Kkyselina trihydrogenborita (Chemapol, Ceskd republika), dusitan sodny
(Lachema, ceskd republika), glutathion redukovany, (Duchefa, Holandsko), MS
medium (Duchefa, Holandsko), KOH (Lachema, Ceskd republika), agar (Sigma,
USA), H,DCF DA (Sigma, USA), DAF-FM DA (Alexis, Svycarsko), peroxid vodiku
(Lachema, Ceska republika), c-PTIO (Sigma, USA).

4.2 Rostlinny material

Pro studium vlivu NO na proces klic¢eni u vyssich rostlin byl pouzit pyl okurky
seté (Cucumis sativus L. cv. Marketer). Semena rostlin byla vyseta do perlitu a po
dvou tydnech byly semenacky rostlin pfesazeny do kvétinac¢i se zahradnickym
substratem. Rostliny byly péstovany ve skleniku pii fotoperiodé 16/8 h (den/noc) a
teploté 26 °C/18 °C (den/noc) po dobu 7-8 tydnu. Rostliny byly poskytnuty Katedrou
botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, Ceska republika.

Dale byl studovan vliv NO na proces kliceni houbovych spor, kde jako
biologicky material byly pouzity spory smrze obecného (Morchella esculenta spp.)
kment ,Stepkovy”“ a ,Zebracka“ a padli rajéatového (Oidium neolycopersici)
poskytnuty Katedrou botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v

Olomouci, Ceska republika.
4.3 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy, Sartorius, Némecko

Automatické pipety, Eppendorf research, Némecko

Digitalni chlazena kamera DP70, Olympus, Japonsko

Digitalni predvazky, Kern, Némecko

Flowbox, Helios 48, Italie

Invertovany svételny mikroskop 1X51, Olympus, Japonsko

Mikromanipulaéni a mikrokapilarovy systém pro mikroskopii, Narishige, Japonsko

Svételny a fluorescenéni mikroskop BX50, Olympus, Japonsko
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Konfokalni laserovy fadkovy mikroskop Fluoview 1000, Olympus, Japonsko

Borosilikatové mikroskopické misky, Zell-kontakt, Némecko

5 Pouzité metody

5.1 Priprava ristového media pro kliceni pylu

Medium vhodné pro studium kliceni pylu obsahovalo 0,06% CaCl,, 0,01%
H3BO3, 8% sacharosu v 1% agarose. Do stfedu podlozniho skli¢ka bylo aplikovano 0,5
ml zahtatého roztoku media. Po zchlazeni na pokojovou teplotu a ztuhnuti agarosy,
byl na podlozni skla pomoci pinzety aplikovan pyl. Podlozni skla byla uchovavana ve
vlhké komurce (Petriho miska s prouzky navlhcené buniCiny po jejim obvodu) pii

pokojové teplote.
5.2 Priprava rustového media pro kli¢eni spor

Medium pro studium kliéeni spor mykotickych organismid obsahovalo 1%

agarosu. Homogenni roztok se pfipravil zahtatim v mikrovinné troubé.
5.3 Priprava S-nitrosoglutathionu (GSNO)

614 mg glutathionu (2 mmol) se rozpusti za stalého michani ve 3 ml 0,5 M
roztoku HCI. Roztok se ochladi na ledové lazni na teplotu 0-2°C a poté se po malych
davkach za chlazeni a michani pfidava navdzka 138 mg (2 mmol) NaNO,. Vznika
¢erveny roztok, postupné dochazi k tvorbé rGzového produktu. Ten je odsat na
Biichnerové nalevce a promyt 2 x 10 ml ledové vychlazené vody, acetonu a
diethyletheru a ponechan k vysuSeni v exsikatoru pfes noc. S-nitrosoglutathion se

uchovava mimo dosah svétla pfi teploté do 5°C (Pievzato z Moore & Mani, 2002).
5.4 Lokalizace RNS a ROS

Detekce NO v pylovych lackach a klicicich sporach byla provedena pomoci
fluorescencéni sondy DAF-FM DA. Po aplikaci 20 ul 20 pM sondy ke kli¢icimu pylu

nebo spordm na podloznim sklu byl preparat inkubovan 20 min ve tmé pfi pokojové
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teploté., Jako pozitivni kontrola slouzil preparat inkubovany 25 minut s 20 pl 0,1 mM
GSNO. Negativni kontrolu tvotil preparat inkubovany cca 30 min s lapac¢em NO -
c-PTIO o koncentraci 0,1 mM.

Podstatou stanoveni NO je pronikdni sondy DAF-FM DA dovnitt zivych
bunck, kde dochézi k odStépovani acetatovych residui cytosolickymi esterasami, ¢imz
vznikd DAF-FM. Ten jest¢ nevykazuje dostateCnou fluorescenci pro pozorovani
fluorescencni mikroskopii, ale reakci s NO vznika triazolovy fluoresceinovy derivat
DAF 2-T, ktery vykazuje jiz zna¢nou fluorescenci. Reakéni mechanismus jeho vzniku

je znazornén na obr. 25 (Neil et al, 2002).

o) 0. o}
X
i

) ;

i/

Hac’N‘N

DAF-FM DA DAF-FM DAF-2T

(bez fluorescence) (slaba fluorescence) (fluorescence)

Obr. 25
Mechanismus piemény DAF-FM DA na triazolovy derivat fluoresceinu v Zivych bunkach, ktery

je pouzivan k detekci NO v buiice (Neil et al., 2002).

Detekce ROS byla provedena pomoci fluorescenéni sondy H,DCF DA. Po
aplikaci 20 pl 15 puM sondy byl preparat inkubovan 15 min ve tmé pii pokojové
teploté, poté byl pozorovan pomoci fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie s vyuzitim
stejného laserového paprsku a emisniho filtru stejného jako v ptipadé lokalizace NO.
Jako pozitivni kontrola slouzil preparat inkubovany 30 minut s 20 pl 0,1 mM H,0,
Negativni kontrolu tvofil preparat inkubovany cca 30 min s 10 mM kyselinou
askorbovou (antioxidant).

Podstatou stanoveni ROS je pronikani sondy H,DCF DA dovnitt zivych bunék,
kde dochazi k odstépovani acetatovych residui cytosolickymi esterasami, ¢imz vznika
H,DCF. Poté dochazi k jeho oxidaci molekulami ROS a vznika siln¢ fluorescenéni
molekula DCF. Reakéni mechanismus vzniku DCF v bufice je znazornén na obr. 26
(Gomes et al, 2006).
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Obr. 26
Oxidace fluorescen¢ni sondy 2,7’ - dichlorodihydrofluoresceindiacetatu v buiice pomoci
reaktivnich molekul ROS (Gomes et al., 2006).

6. Zavedeni metodiky lokalni aplikace donoru NO

6.1 Metoda vyuzivajici mikromanipulator

Mikromanipulacni techniky jsou velice precizni a pfesné metody zalozené na prenosu
pohybu ruky vtadech nékolika centimetri na posuv malych pfedméti (mikrokapilara,
mikroelektroda apod.) o velmi malou vzdalenost v fadech nékolika setin milimetru umoziujici
napiiklad pfesnou aplikaci pozadované latky v daném misté. Prace s mikromanipulatory je
v soucasné dob¢ vyuzivana v fad¢ specialnich laboratofi. Metodika vyzaduje pomérné drahé
technické vybaveni (invertovany mikroskop, stiil pro mikroskopii tlumici narazy prenaSené
z okoli, tavici pfistroj pro tvorbu mikrokapilar, apod.). Pouziti metody sestavalo z nékolika
mezikrokdl, jako je piiprava mikrokapilary, lokalni aplikace donoru, pofizovani fotografii a
jejich elektronicka uprava apod. Pristrojové vybaveni je zdokumentovano na obr. 27. Jako
donor NO byl pouzit I mM GSNO v 0,5 % agarose, kterou byla naplnéna mikrokapilara. Po
nakli¢eni pylovych zrn (30 min) byl aplikovan donor NO pfilozenim mikrokapilary s jeho
obsahem na medium Kk naklicenym pylovym zrnim (kolmy smér k apikalni ¢asti pylové lacky).

V 5 min intervalech byly pofizeny fotografie kli¢iciho pylu.
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Obr. 27

Aplikace metody mikromanipulace pifi studiu vlivu NO na proces kliceni. 1) komercné
dodavané kapilary, 2) zafizeni pro ptipravu kapilar Narishige PB-7, 3) detail uchyceni kapilary,
4) detail Zhaveného vlakna obklopujiciho kapilaru, 5) ptipravena mikrokapilara, 6) detail hrotu
mikrokapilary, 7) aplikace mikrokapilary do blizkosti kli¢iciho objektu na zivném mediu, 8)
ovladani mikromanipulacniho ramena: A, vertikalni posuv levého ramena, B, kompletni posuv
S joystickem pravého ramena, C, ovladani intenzity osvétleni 9) snimek pozorovaného objektu

s aplikovanou mikrokapilarou.
6.2 Kapkova metoda

Druhou pouzivanou metodou byla metoda vyuZzivajici aplikace agarosovych kapek
obsahujicich donor NO na ristové medium na podloznim skle, ptipadné na specialni Petriho
misce, obsahujici ve stfedové Casti sklo umoziujici prohlizeni objektu mikroskopem. Na
medium byly vzdy aplikovany pomoci pipety 1 - 1,5 ul kapky 0,5 % agarosy obsahujici GSNO
v kone¢né koncentraci 1 mmol/l a to do tésné blizkosti kli¢iciho objektu pozorovaného pomoci
invertovaného mikroskopu. Donor NO byl aplikovan na medium s kli¢icimi pylovymi zrny C.
sativus (30 min po pienosu pylovych zrn na medium), kli¢icimi sporami M. esculenta (8 h po
prenosu spor na medium) a O. neolycopersici (3 h po pfenosu spor na medium). Pouziti metody
sestavalo z n€kolika mezikrokd, které jsou prehledné znazornény na obr. 28. Aplikace této

N4

S vyuzitim mikromanipulacni techniky instalované v laboratofi Katedry biochemie.
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Obr. 28

Aplikace kapkovaci metody pii studiu vlivu NO na proces klieni. 1) Rastové medium na
podloznim skle, 2) alternativni pouziti misek pro mikroskopii, aplikace media, 3) vytvoreni
kapky agarosy s obsahem GSNO pomoci mikropipety pited aplikaci do blizkosti kli¢iciho
objektu, 4-5) mikroskopie objektii v modu svételné mikroskopie, 6, fluorescenéni lampa vhodna
pro detekci RNS a ROS, 7, softwarovy program pro tvorbu a upravu fotografii, 8, 9, pozorovani

objektd v modu fluorescencni a svételné mikroskopie.
6.3 Mikroskopovani a dokumentace pozorovanych objektu

Pro pozorovani objektii byl pouzit:

1. fluorescenéni mikroskop Olympus BX50 s hranolem U-MWB2 s digitalni kamerou
Olympus DP-70 s vyuzitim softwaru DP Controller v. 2.3.1.

2. inverzni mikroskop Olympus 1X51 s digitalnim zrcadlovym fotoaparatem Olympus E450
s vyuzitim softwaru QuickPHOTO MICRO 2.3.
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3. konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (Olympus FluoView 1000 ve spojeni
s invertovanym mikroskopem IX81) s vyuzitim paprsku argonového laseru o vinové

délce 488 nm a s pouzitim emisniho filtru 505-525 nm.

7. Vysledky a diskuse

7.1 Porovnani metody vyuZivajici mikromanipulator a

kapkové metody

Metoda vyuzivajici mikromanipulator pfi studiu vlivu NO na proces kliceni spocivala
v presné lokalni aplikaci donoru NO v tésné blizkosti kli¢icich objektii za pouziti mikrokapilary
obsahujici slouceninu, kterd je donorem NO. NO se postupné uvolnoval a difundoval do
ristového media, kde byl v kontaktu s kli¢icim objektem. Invertovany mikroskop propojeny
S pocitacem umozioval tvorbu sekvenci fotografii dokumentujicich kliceni v ¢ase bez aplikace a
po lokélni aplikaci donoru NO. Vyhody a nevyhody metody vyuZzivajici mikromanipulétor pfi
studiu vlivu NO na proces kli¢eni jsou uvedeny piehledné v tabulce 8.

Realizaci metody prace s mikromanipulatory za stavajicich podminek znemoziiovalo
umistnéni mikroskopu v laboratofi s intenzivnim provozem a zejména nedostate¢né zpevnénym
pracovnim stolem, kdy v disledku drobnych otiesti, privanu apod., dochazelo k nezddoucimu
pohybu mikrokapilary a znehodnoceni experimentu. V ptipad¢ pfipravenych kapilar nebyl hrot
kapilary vzdy rovny. Z divodu nutnosti né¢kolikahodinové inkubace, zejména v ptipadé kli¢eni

spor, nebyla k dispozici vlhka komurka zajistujici vhodné prostiedi pro proces kli¢eni.

Tab. 8
Vyhody a nevyhody zjisténé pii zavedeni mikromanipulacni techniky pfi studiu vlivu NO na

proces klic¢eni.

Vyhody metody Nevyhody metody
e Vysoka pfesnost, preciznost e Vysoké naroky na technické vybaveni
e Piesné davkovani i vétsitho mnozstvi donoru e VysuSovani preparatu
e PohodIna manipulace e Prasnost prostredi

e Nerovnomérné zvlhceni pfi pouziti
zvlh¢ovaciho prouzku buniciny

e Pohyb mikrokapilary vlivem otfesi
prenasenych z okoli

e Mikrokapilary s neostrymi hranami
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Z dtvodii zejména technickych problémi spojenych s vyuzitim mikromanipulacni
techniky za stavajiciho pfistrojového vybaveni byla vypracovana alternativni metoda
umoziujici lokalni aplikaci donoru NO pomoci agarosové kapky a nasledné studia vlivu NO na
proces kliceni. Rozmér 1 pl kapky agarosy s donorem NO byl akceptovatelny pro realizaci
studie. Kli¢ici objekty i s lokaln¢ aplikovanym donorem NO byly inkubovany v ramci danych
experimentl v kultivacnich boxech za standardnich podminek, odkud byly vzdy odebrany
pouze pro mikroskopické pozorovani ve vhodnych ¢asovych intervalech. Nevyhodou metody je
vyrazné narocnéjsi aplikace kapky na misto urceni, ztohoto divodu je nutné realizovat
experiment v nékolika opakovanich. Vyhody a nevyhody kapkovaci metody jsou pichledné
shrnuty v tabulce 9.

S vyuzitim kapkové metody byl studovan vliv NO v procesu kli¢eni pylu vyssich rostlin
a také spor biotrofniho patogenu a spor symbiotického saprofytu. Byl studovan vliv na
dynamiku rustu, zménu sméru kli¢eni, bunécnou perforaci a lyzi, a zménu hladiny ROS a

NO v klic¢icich objektech po donaci NO z externiho zdroje pomoci fluorescen¢ni a

konfokalni mikroskopie.

Tab. 9
Vyhody a nevyhody zjisténé pti zavedeni techniky kapkovani pfi studiu vlivu NO na proces
kliceni.
Vyhody metody Nevyhody metody
e Preparat neni poskozen otfesy z prostredi e Narocnost, pracnost

Rychlé ztuhnuti agarosy ve Spicce
Mensi presnost lokalni aplikace

e Nedochazi k vysuSovani preparatu
e Omezena praSnost z prostredi

e Homogenni vlhkost v celé misce Velikost vytvorené kapky

e Jednoduché technické feSeni, nizké
pozadavky na ptistrojové vybaveni

Hlavnim cilem pfedlozené bakalarské prace bylo zavést metodiku umoziujici studium
lokalni aplikace donoru NO, napft. na proces kli¢eni pylu, spor apod. V praci Prado et al, 2004
byl aplikovéan lokaln€é donor NO pomoci mikrokapilary pfi studiu vlivu NO na proces kliceni
pylu lilie dlouhokvété (L. longiflorum). V podminkach nasi laboratofe jsme srovnatelnych
vysledkt dosahli rovnéz kapkovou metodou, kterou jsme nasledné pouzili i pfi studiu vlivu NO
na kliceni spor. Pylova zrna lilie dlouhokvété jsou mnohem vétsi (cca 150 pm v pruméru) nez v
ptipad¢ okurky seté (cca 70 um) (Katifori et al., 2010). Z tohoto divodu byla v nasem ptipadeé

ztizena manipulace a celkové provedeni experimentu.
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7.2 Studium vlivu lokalni aplikace donoru NO na vyvoj

pylové lacky
7.2.1 Vyvaj pylové la¢ky

Pii studiu vlivu NO na proces kli¢eni pylu byl jako biologicky material zvolen
trizonoporatni pyl okurky seté (C. sativus L. cv. Marketer). Po aplikaci pylovych zrn na ristové
medium doslo k tvorbé tfi kliénich poru, ze kterych po Case vyrustala jedna pylova
lacka. Pro zvoleni vhodné doby pro lokalni aplikaci donoru NO bylo nutné nejdiive
stanovit rustovou k#ivku charakterizujici kli€eni pylového zrna (tj. zménu délky
pylové lacky v case) na ristovém mediu (viz. kapitola material a metody), které bylo
pouzito ve vSech nasledujicich experimentech pfi studiu vlivu NO na kliceni pylu.
Dynamika rtstu pylové 1la¢ky v ¢ase je uvedena v grafu 1 a je pro nazornost doplnéna
mikrofotografiemi kli¢iciho pylového zrna (obr. 29). Kli¢eni pylové lacky bylo
detekovano cca po 10 min po aplikaci pylovych zrn na ristové medium. V pribéhu
nasledujicich 45 min se pylova lacka rovnomérné prodluzovala a cca 60 min po

aplikaci pylovych zrn na medium se rust pylové lacky zpomaluje a nasledné zastavuje.
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Dynamika rastu pylové lacky pfi kli¢eni pylovych zrn okurky seté (C. sativus).

- 49 -



Obr. 29

Klic¢ici pylové zrno okurky seté (C. sativus) po aplikaci na ristové medium v ¢ase: A)
1 min B) 11 min C) 21 min D) 31 min E) 41 min F) 51 min G) 61 min H) 71 min.
Me¢titko 50 um (A-F), 100 um (G-H).

7.2.2 Vliv lokalni aplikace donoru NO na vyvoj pylové lacky

Pfi studiu vlivu NO na kli¢eni pylu C. sativus byl aplikovan donor GSNO vzdy o
koncentraci 1 mmol/l ke kli¢ici pylové lacce ve form¢ agarosové kapky 5 minut po iniciaci
kliceni. Byly pozorovany ¢tyti rozdilné reakce klicici pylové lac¢ky na pfitomnost NO: 1)
inhibice rustu, 2) rozsifeni apikalni ¢asti kli¢ici pylové lacky, 3) praskani a nasledna bunééna
lyze, 4) zména sméru rastu pylové 1aky. Podobné efekty byly pozorované i pfi studiu vlivu NO
na klic¢eni pylovych zrn riiznych rostlinnych druhi (Prado et al., 2004; He et al., 2007; Feijo et
al., 2004; Smirnoff, 2000; Dresselhaus et al., 2010).

7.2.3 Vliv na inhibici ristu pylové lacky

V Cetnych piipadech byla dokumentovana inhibice ristu pylové la¢ky téméf okamzité
po aplikaci agarosové kapky s donorem NO ke klic¢icimu pylovému zrnu (obr. 30). Rust pylové
lacky po aplikaci donoru NO nebyl pozorovan ani po nékolika hodinach inkubace nakli¢eného
pylového zrna za standardnich kultiva¢nich podminek. Podobnych vysledki bylo dosazeno také
v ptedchozich experimentech publikovanych v literatufe. Pozorovany poznatek byl popsan napf.
v ¢lanku He et al, 2007, kde byla pozorovana inhibice rdstu pylu paulovnie plstnaté (P.

tomentosa) zpusobena ptitomnosti vyssi intracelularni koncentrace NO.
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Obr. 30

Vliv zvysené externi koncentrace NO na vyvoj pylové lacky. Inhibice rustu klicici pylové 1acky
po lokalni aplikaci donoru NO (GSNO). Doba po pteneseni pylovych zrn na riistové medium:

A) 9 min - bez GSNO, B) 10 min - aplikace GSNO, C) 20 min - s GSNO, D) 70 min - s GSNO.
Meéritko 200 pm.

7.2.4 Vliv na rozsireni apikalni ¢asti pylové lacky

Pfi studiu vlivu NO na vyvoj pylové lacky bylo pozorovano zbytnéni apikalni Casti
pylové lacky po lokalni aplikaci donoru NO. Tento proces byl vzdy doprovazen inhibici ristu
pylové lacky, jak znazoriiuje obr. 31. Podobného vysledku bylo dosazeno také v predeslych
experimentech publikovanych v literatute (Prado et al., 2004) a ptedpoklada se, ze tento
dasledek je zplisoben S-nitrosylaci B-aktinovych vlaken pomoci reaktivnich molekul NO na C -
konci. Tato modifikace vyusti Casto v obtizny prubéh polymerace aktinovych vlaken, ztizenou
tvorbu aktinovych siti, zpomaleni prodluzovani téchto vlaken a jejich obtizny transport v burice,
tedy i zpomaleni az inhibice kli¢eni pylové lacky (Prado et al, 2010; Thom et al, 2008; Feijo et
al, 2004).

Obr. 31

Vliv zvySené externi koncentrace NO na vyvoj pylové lacky. Pyl byl aplikovan na zivné
medium, po 15 min byl aplikovan donor NO ve formé agarosové kapky. Po Case bylo patrné
zbytnéni apikalni ¢asti pylové lacky. Doba po aplikaci donoru NO 20 minut. Fotografie A, B
znazornuji celkovy pohled na kli¢ici objekty s rozsifenou apikalni ¢asti po donaci NO,

fotografie C) znazornuje detail rozsifené apikalni casti.
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7.2.5 Vliv na destrukci a bunéénou lyzi pylové lacky

Po aplikaci donoru NO ke kli¢icimu pylovému vlaknu doslo Casto k prasknuti bunécné
stény klicici pylové lacky a vyliti bunééného obsahu - bunécné lyzi. Lze ptedpokladat, ze
zminovana destrukce je zpisobena vlivem NO z externiho zdroje, zejména piijeho vysoké
koncentraci (2 mM a vyssi). Pozorované piipady prasknuti pylové la¢ky jsou znazornény na
obrazku 32. Predpokladané divody destrukce bunéénych membran a vyliti obsahu pylové lacky
mohou byt zejména osmotické jevy a nasledna plazmolyza, kterda mize byt jesté urychlena
zapojenim NO v procesu lipoperoxidace bunéénych membran a tim jejich oslabeni a nachylnosti
K protrzeni (Smirnoff, 2000).

A B C

—) o @
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Vliv zvySené externi koncentrace NO na vyvoj pylové lacky. Lyze bunééné stény po lokalni

Obr. 32

aplikaci donoru NO ke klicici pylové lacce. A) Aplikovan donor NO ve formé agarosové kapky
ke kli¢icimu objektu po 10 min od pieneseni pylového zrna na rustové medium, B) prasknuti
bunécné stény a vyliti bunééného obsahu po 3 min od aplikace donoru, C) detail prasknuté

bunécné stény klicici lacky. Métitko 200 um.

7.2.6. Vliv na smér vyvoje pylové lacky

Po lokalni aplikaci donoru NO v blizkosti kli¢iciho pylového vlakna byla pozorovana u
nekterych kli¢icich pylovych zrn zména sméru kli¢eni pylové lacky. Tato zména byla vzdy
doprovazena inhibici rustu, rozsifeni apikalni Casti kli¢iciho pylového vldkna a naslednou
zménou sméru rastu pod urcitym uhlem, jak je zobrazeno na obr. 33. Pozorovany jev je
v souladu s daty publikovanymi v praci Prado et al., 2004, kde byl stejny efekt prokazan u pylu
lilie dlouhokvété (L. longiflorum). Tento jev je pravdépodobné zpisoben reversibilni S-
nitrosylaci cytoskeleratnich vlaken [-aktinu, ktery timto zplisobem inhibuje polymeraci a
vzajemné propojeni vlaken. Tim se narusi cytoskeletarni stavba a dochazi k vzniku zbytnéni
apikalni Casti. Tato vazba je vSak reverzibilni, po Case dochazi k denitrosylaci a obnovi se
kli¢eni pylové lacky, ¢asto v§ak v jiném sméru, ktery je orientovan smérem od mista s vVysokou

hladinou NO (Prado et al., 2010; Thom et al., 2008; Feijo et al., 2004). NO vystupuje jako
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negativni chemotakticky atraktant, coz mize mit vyznamny vliv na proces opyleni a oplodnéni
rostlin. Bylo napt. prokazano, ze latky obsazené v pestiku vystupuji jako pozitivni atraktanty,
navade¢jici klicici pylovou lacku do nitra pestiku k vajickim, v ptipadé NO ve spojeni s ROS
(Casto se vyskytujici v pestiku) pravdépodobné dochazi k navigaci pylové lacky k vejcové
buiice (oosfére) na zakladé negativni orientace (od zdroje) jak je poukazano nize. Molekularni
mechanismus tohoto pisobeni neni dosud plné objasnén a je intenzivné studovan (Dresselhaus

etal., 2010).

Obr. 33

Vliv zvysené externi koncentrace NO na vyvoj pylové lacky. Reorientace kli¢ici pylové lacky
po lokalni aplikaci donoru NO ke kli¢ici pylové lacce. Doba po pteneseni pylovych zrn na
rastové medium: A) 10 min - s GSNO, B, 15 min - aplikace GSNO C) 25 min — s GSNO,
inhibice kliceni a rozsifeni apikalni ¢asti pylové lacky, D) 40 min - s GSNO, zahnuti apikalni
¢asti pylove lacky, E) 55 min - s GSNO, iniciace kliceni pylové 1acky z rozsirené apikalni casti
pylové lacky, v jiném sméru nez byl ptivodni, F) 75 min - s GSNO, pokraCovani ristu pylové

lacky v jiném sméru. Méfitko 100 pm.

7.2.7 Detekce ROS a NO v procesu kli¢eni pylu

Dalsim ukolem bakalatské prace byla detekce produkce ROS a RNS u kli¢icich
pylovych zrn C. sativus. Produkce ROS i RNS byla prokazana pomoci fluorescen¢ni a
konfokalni mikroskopie Pro detekci ROS byla pouzita fluorescencni proba H,DCF DA o
koncentraci 15 uM, pro detekci NO proba DAF-FM DA o koncentraci 20 pM. Detekce NO
v kli¢icim pylu bez donace NO je znazornéna na obr. 32, detekce NO po donaci NO z externiho

zdroje zpusobujiciho reorientaci klicici pylové lacky je znazornén na obr. 34. Pomoci
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fluorescen¢ni proby DAF-FM DA byla detekovana ptitomnost NO po lokalni aplikaci GSNO

zejména v rozsifené apikalni ¢asti a pylovém zrnu.

A
\.
Obr. 34

Detekce NO v pylu po lokalni aplikaci donoru NO ke kli¢ici pylové lacce zpusobujici
reorientaci pylové laéky. A) 15 min po pieneseni pylovych zrn na ristové medium, poté byl ke
klicici pylové lacce aplikovan donor NO ve formé agarosové kapky. Doslo k rozsiteni apikalni
¢asti, po 25 minutach od aplikace donoru doslo ke zpétnému navozeni kliceni a reorientaci
klicici lacky. B) detail rozsifené apikalni Casti a reorientace kliceni, signal svételné mikroskopie.
C) lokalizace NO pomoci sondy DAF-FM DA, D) detail rozSifené apikalni casti, signal
fluorescen¢ni mikroskopie. Métitko: 200 um (A, C) 50 um (B, D).

7.2.8 Detekce ROS a NO v Kkli¢icim pylu pomoci konfokalni

mikroskopie

Pro detekci ROS a NO v kli¢icich objektech byla dale pouzita metoda konfokalni
laserové skenovaci mikroskopie (CLSM). Byla monitorovéana hladina ROS a NO bez a s donaci
NO z externiho zdroje. Vliv lokaln¢ aplikovaného donoru NO na hladinu ROS monitorujici

ruzny dopad NO na kli¢eni pylu je znazornén na obr. 35 - 37.
7.2.8.1 Detekce ROS v Kli¢icim pylu bez piidani donoru
Po aplikaci donoru NO nebyl detekovan vyznamny rozdil v signalu odpovidajicimu

produkci ROS u kli¢icich pylovych zrn. Negativni kontrola byla realizovana pomoci

preinkubace pylovych zrn s lapacem NO cPTIO.

-54 -



A B C
) &= .

A B C
Ny .

A B C

d . )
Hyy =

Obr. 35

Detekce ROS pomoci H,DCF DA v kli¢icich pylovych zrnech C. sativus. V ¢ase 30 minut po
aplikaci pylu na rastové medium byly detekovany ROS pomoci 10 uM fluorescencni sondy
H,DCF DA (A-C). I) bez aplikace GSNO, II) po aplikaci GSNO zpusobujici inhibici ristu, IV)
Negativni kontrola - 30 min preinkubace s10 mM askorbatem pifed aplikaci fluorescenéni
sondy A) Signal svételné mikroskopie, B signal konfokalni mikroskopie (fluorescenéni signal),

C, propojeni obou kanald (A a B). M¢titko 50 pm.
7.2.8.2 Detekce ROS v zesilené apikalni ¢asti pylové lacky
U pylovych zrn, ktera reagovala na lokalné zvySenou koncentraci NO ztloustnutim

apikalni casti pylové lacky, byla detekovana zvySena produkce ROS v misté probihajicich

zmén, tj. v apikdlni ¢asti pylové lacky.
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Obr. 36

Lokalizace ROS v kli¢icim pylu C. sativus po lokalni aplikaci donoru NO. Po 50 minutach od
aplikace pylovych zrn na rastové medium byl ke kli¢icim pylovym zrntim aplikovan donor NO.
Doslo krozsifeni apikalni ¢asti a inhibici ristu pylové lacky. Produkce ROS byla
dokumentovana 3 h po aplikaci pylovych zm na ristové medium. A) Signal svételné
mikroskopie, B signal konfokalni mikroskopie (fluorescenéni signal), C, propojeni obou kanald

(A a B). Meéritko 50 um.

7.2.8.3 Detekce ROS v pripadé reorientace ristu pylové lacky

V ptipadé detekované reorientaci pylové lacky po aplikaci donoru NO ke klic¢icimu
pylovému zrnu byla zaznamenana intenzivni produkce ROS v pylové lacce a to zejména ve
ztloustlé Casti pylové lacky (misto ohybu) a v jeji apikalni casti.

A

Obr. 37

Lokalizace ROS v kli¢icim pylu C. sativus po lokalni aplikaci donoru NO. Po 50 minutach od
aplikace pylovych zrn na ristové medium byl ke kli¢icim pylovym zrntim aplikovan donor NO.
Byla pozorovana inhibice kli¢eni, po asi 60 minutach od aplikace donoru doslo k reorientaci
kli¢ici lacky. Produkce ROS byla dokumentovana 3 h po aplikaci pylovych zrn na ristové
medium. A) Signal svételné mikroskopie, B signal konfokalni mikroskopie (fluorescencéni

signal), C, propojeni obou kanald (A a B). Méritko 50 pum.
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7.2.8.4 Detekce NO konfokalni mikroskopii

Pomoci konfokalni mikroskopie se s vyuzitim fluorescencni sondy DAF-FM DA
sledovala také hladina NO v kli¢icich objektech. Hladina byla vSak ve vSech piipadech velice

nizka a nebylo ji mozné detekovat. Signaly byly srovnatelné s negativni kontrolou.

7.3 Studium vlivu aplikace donoru NO na vyvoj spor smrZe
7.3.1. Vyvoj hyf smrze obecného

Pro studium vlivu NO na proces kli¢eni spor symbiotické saprofytické houby byl jako
biologicky material zvolen izolat smrze M. esculenta spp. ,.Stépkovy* nasbirany 23. 4. 2009.
V prvnich experimentech zamétenych na studii dané¢ho biologického modelu byla stanovena

dynamika rtstu kli¢nich vlaken po aplikaci spor na 1% agarosu na podloznim skle v prab&éhu 10
h (obr. 38, tab. 10).

Obr. 38

Klic¢ici spory M. esculenta po aplikaci na ristové medium v ¢ase: A) 3 h, B) 4,5 h, C)
6 h, D) 7,5 h. M¢titko: 100 pm.

7.3.2  Vliv lokalni aplikace donoru NO na vyvoj spor smrZe
Pfi studiu vlivu NO na proces kli¢eni spor smrze byly pouzity jednak nakli¢ené spory
hyfy po 2-3 hodinach po aplikaci spor na medium (kratké klicni vlakna) a spory po 7-8
hodinach po aplikaci spor na medium (tvofici dlouhé hyfy). Byl studovan vliv dvou koncentraci
donoru NO (1 a 2 mM GSNO) aplikovaného kapkovou metodou na agarosu na podloznim skle.

7.3.3  Inhibi¢ni vliv NO na rust kratkych kli¢nich vlaken spor

Spory smrze obecného byly pieneseny na agarosu. Po 3 h byl k ¢asti vzorki aplikovan
donor NO formou agarosové kapky a v pribéhu 8 h po aplikaci donoru byla proméfena délka
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kli¢icich vlaken ve vzorcich s a bez GSNO. Vzdy bylo vyhodnoceno 30 spor. Ve vysledcich je
uvedena primérna hodnota se smérodatnou odchylkou. Byla stanovena dynamika rastu hyf bez
donace a s donaci NO z externiho bodového zdroje. Jak vyplyva ztab. 10, inhibice ristu je
nejvetsi cca 2 h po aplikaci donoru, poté je inhibi¢ni vliv NO sniZen a po 8 h puisobeni NO je
plné potlacen (graf 2, tab. 10). Nékteré objekty se zpomalenym ristem jsou zobrazeny obr. 39:
Tato skute¢nost je v souladu s vysledky publikovanymi v literatuie, kde bylo prokazano, ze
organismus M. esculenta, stejné jako ostatni zastupci z ¢eledi Morchelaceae maji vyznamnou
schopnost odolavat pisobeni a degradovat jak ROS, tak RNS véetné NO. Tyto organismy
disponuji damyslnym antioxida¢nim systémem umoziujicim ochranu pii psobeni stresovych
oxidem dusnatym byly pozorovany také u jinych druht, zejména A. niger, M. fructicola a P.
italicum (Lazar et al., 2008). Byl také pozorovan negativni vliv NO na blastokonidie kvasinek
C. albicans, kde byla zejména v kyselé oblasti pH pozorovana inhibice kli¢eni a elongace hyf

(Abaitua et al., 1999).

Tab. 10
Inhibiéni vliv donoru NO na rust kliénich vlaken smrze obecného.
Doba po aplikaci spor na
3h 5h 7h 9h 11h
agarosu
o aplikovan
% inhibice 16,7 % 10,2 % 13,3 % -2,6 %
donor
180
B
160
140 /

il

Délka hyf [um]
[0}
o

40
20 .’_ﬁﬁdz/
0 T T T T
2 4 5] 8 10 12

Cas [h]
| —+—Bez donace NO —#—Po lokalni aplikaci donoru NO |

Graf 2

Dynamika ristu klicniho vlakna pfti kliceni spor smrze obecného v a bez ptfitomnosti donoru

NO.
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Obr. 39

Dynamika riistu hyf spor smrze obecného Vv pfitomnosti donoru NO, aplikovaného k nakli¢enym

sporam. A) kli¢ici spora, 3 h po pfeneseni spory na agarosu byl aplikovan donor NO (GSNO 1
mM). B) 4 h po aplikaci donoru (7 h po pfeneseni spory na agarosu), C), 7,5 h po aplikaci
donoru (10,5 h po pieneseni spory na agarosu), D) Kontrola - 7,5 h po pfeneseni spory na
agarosu (bez pritomnosti GSNO). Méritko 100 um.

7.3.4 Vliv NO na rust dlouhych kli¢nich vlaken spor

Studie vlivu lokalné zvysené koncentrace NO byla realizovéana i v pfipadé spor smrze
obecného s dlouhymi hyfami, kdy byl donor NO aplikovan po 7-8 h od pfeneseni spor na
agarosu. V pfipad¢ dlouhych hyf bylo jiz patrné Cetné vétveni, vyznamné rozdily v piisobeni
zvySené koncentrace NO na vyvoj kli¢nich vldken v porovnani s kratkymi klicnimi vlakny

nebyl pozorovan (v souladu s Nitha et al., 2010).

7.35 Vliv na destrukci a bunéénou lyzi kli¢niho vlakna

Destrukce apikalni ¢asti kli¢icich vlaken spor smrze obecného po lokalni aplikaci
donoru NO (1 mM GSNO) ke kli¢icim sporam nebyla pozorovana na rozdil od reakce pylové
lacky na zvySenou koncentraci NO v prostiedi. Ke zminénému jevu nedoslo ani pfi pouziti

dvojnasobné koncentraci donoru (2 mM GSNO).

7.3.6 VIiv NO na orientaci kli¢éniho vlakna smrZe obecného

Vliv NO na zménu sméru rustu klicnich vlaken, ktery byl pozorovan v piipade studie
kliceni pylovych lacek, nebyl detekovan u spor M. esculenta. Kli¢ici hyfa orientovana ke kapce
s NO donorem byla schopna touto kapkou prortstat bez ohledu na koncentraci donoru, jak je
znazornéno na obr. 40. Vysledek je ve shodé s Nitha et al., 2010, kde bylo prokazano zapojeni
¢etnych antioxidacnich drah podilejicich se na degradaci ROS, RNS a také NO v burce, ¢im

dochazi k ochrané organismu pted plisobenim stresovych vlivi prostiedi.
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Obr. 40
Studium vlivu lokalné aplikovaného donoru NO (GSNO) na reorientaci kli¢niho vlakna spor M.
esculenta 1) 1 mM GSNO, II), 2 mM GSNO. Doba po aplikaci donoru NO k vyklicenym
sporam A) 1 h, B) 2 h, C) 3 h. M¢titko 200 um (I - A-C), 100 um (Il — A), 50 um (I - B-C).

7.3.7 Produkce NO a ROS pri kli¢eni spor smrze obecného
7.3.7.1 Uloha aktivnich forem kysliku p¥i kli¢eni spor hub

ROS a RNS jsou neustale produkovany za fyziologickych podminek jako vysledek
aerobniho metabolismu ale také v odpovédi na bioticky a abioticky stres. ZvySena produkce se
objevuje napt. v procesech bunééné signalizace patogeneze, rozpoznavani napadeni patogenem
a spusténi obrannych mechanisma u rostlin (Shafiei et al., 2007; Maier et al.,, 2001,
Bhattacharjee, 2005). Vznika tzv. hypersensitivni reakce vedouci k bun&tné smrti rostlinnych
pletiv v okoli mista infekce. Pfedpoklada se, Ze tyto reaktivni formy jsou produkovany zejména
rostlinou, nikoli mykotickym organismem (Nanda et al, 2010; Hong et al., 2008). Produkci
téchto reaktivnich molekul mohou indukovat mnohé mykotoxiny (Gessler et al., 2007).

Mykotické organismy si ale v prubehu evoluce vyvinuli fadu obrannych mechanismi
napomahajicich celit negativnimu vliva ROS a RNS z prostedi. Tak napt. reduktasy NO se
podileji na jeho detoxikaci, postradaji vSak monoxygenasovou aktivitu a nedokazou oxidovat
substraty s vyuzitim O, (Toritsuka et al., 1997). Vliv téchto reaktivnich latek na vyvoj spor
zavisi na jejich koncentraci. Optimalni koncentrace ROS vede k pozitivnimu ovlivnéni fady
signalnich drah zodpovidajicich za spravny vyvoj, zvySend muze byt naopak Skodliva a vést
nékdy az k bunétné smrti (Belozerskaya & Gessler, 2006).

Imunitni odpovédi rostlin se lisi v zavislosti od druhu hostitele a jsou predmétem
intenzivniho studia. Posledni experimenty poukazuji na dvoji funkci NO v procesu rostlinné

patogeneze, a to usnadnéni infekce a penetrace napadenych listti patogenem, a také zapoceti
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hypersenzitivni reakce rostliny, jak bylo napf. zjisténo v patosystému Solanum spp. - Oidium
neolycopersici (Piterkova et al., 2011). Podobnych vysledku bylo dosazeno i Vv pfedlozené
bakalatské praci v souvislosti s piisobenim NO na vyvoj spor a byla prokazana neopomenutelna

funkce ROS a NO v procesu kli¢eni spor hub.

7.3.7.2 Detekce ROS a NO fluorescencni mikroskopii

S vyuzitim fluorescenénich sond H,DCF DA a DAF-FM DA byla detekovana hladina
ROS a NO v prubéhu kliceni spor a ristu hyf, ped a po aplikaci donoru NO ke kli¢icim hyfam
fluorescenéni mikroskopii (obr. 41 a 42). Po aplikaci GSNO nebyla patrna zména v produkci
ROS. Po zahjjeni kliceni je hladina intracelularnihno NO pomérné vysoka, v Case postupné
klesa. Produkce NO byla detekovana zejména ve spoie, v kli¢ici hyfé byl signal nizsi. Klasickou
fluorescenéni mikroskopii nebyly detekovatelné vyznamné rozdily produkce ROS a RNS po

aplikaci donoru NO.

A

Obr. 41

Detekce ROS pomoci H,DCF DA v kli¢icich sporach smrze v ¢ase 3-9 h po aplikaci spor na
medium. 1) bez aplikace GSNO, II) po aplikaci GSNO. Doba po aplikaci spor na agarosu A) 3
h, B) 5 h, C) 7 h, D) 8 h. Okraj agarosové kapky s donorem je vyznacen pieruSovanou bilou
carou. Méritko: 100 um (A, B), 200 um (C, D).
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Obr. 42

Detekce NO pomoci DAF-FM DA v Kkli¢icich sporach smrze v ¢ase 2-8 h po aplikaci na
medium. 1) bez aplikace GSNO, II) po aplikaci GSNO. Doba po aplikaci spor na agarosu A) 2
h, B) 4 h, C) 6 h, D) 8 h. Okraj agarosové kapky s donorem je vyznacen prerusovanou bilou
carou. Me¢ritko: 100 um.

7.3.7.3 Detekce ROS a NO pomoci konfokalni mikroskopie

Pro detekci ROS a NO v kli¢icich hyfach pted a po lokalni aplikaci donoru NO byla
vyuzita i metoda konfokalni mikroskopie (obr. 43 a 44). Po lokalni aplikaci donoru NO ke
kli¢icim hyfam byla detekovana zejména v kli¢nich vldknech zvySend produkce ROS. Signal
NO nebyl u spor s dlouhymi kli¢nimi vlakny detekovatelny. Po aplikaci donoru NO byl signal
NO pozorovatelny a lokalizovan zejména ve vakuolach. Shodné vysledky byly ziskany
nezavisle pfi feseni diplomové prace Be. Terezy Valoveé.

A B C

DR
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Obr. 43
Detekce ROS pomoci H,DCF DA v kli¢icich sporach smrze v ¢ase 12 h po aplikaci spor na
medium. I) bez aplikace GSNO, II) po aplikaci GSNO. A) Signal svételné mikroskopie, B
signal konfokalni mikroskopie (fluorescenéni signal), C, propojeni obou kanali (A a B).
Metitko 50 pm.

A

1)
Obr. 44
Detekce NO pomoci DAF-FM DA v Kkli¢icich sporach smrze v ¢ase 2-8 h po aplikaci na
medium. I) bez aplikace GSNO, II) po aplikaci GSNO. A) Signél svételné mikroskopie, B
signal konfokalni mikroskopie (fluorescencni signal), C, propojeni obou kanald (A a B).

Metitko 50 pm.

7.4 Studium vlivu lokalni aplikace donoru NO na vyvoj spor

padli rajéatového
7.4.1 Vyvoj hyf padli rajéatového

Pro studium vlivu NO na proces klic¢eni spor biotrofniho patogenu byl jako biologicky
material zvolen izolat O. neolycopersici aplikovany na agarosové medium metodou otisku
cerstvé utrzeného infikovaného listu S. lycopersicum, cv. Amateur. V prvnich experimentech
zaméetfenych na studii dané¢ho biologického modelu byla stanovena dynamika rtstu kli¢nich
vlaken po aplikaci spor na 1% agarosu na podloznim skle v pribéhu 8 h (obr. 45). Spory padli
jsou schopny za ptiznivych podminek kli¢it na vlhkém agarosovém gelu, bylo vsak prokazano,

Ze na agarose tvoii pouze kratka kliéni vlakna, které¢ se malokdy vétvi a pro sviij dalsi vyvoj
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pottebuji svého rostlinného hostitele (Sedlarova et al., 2011). Proto byly experimenty provadény
pouze u kratkych kli¢nich vlaken.

- aj.' - -

Obr. 45
Klic¢ici spory O. neolycopersici po aplikaci na rustové medium v ¢ase: A) 1 h, B) 2 h,
C)3h,D)4h,E)5h,F)6h,G)7h, H) 8 h. Métitko: 50 pm.

7.4.2. Vliv lokalni aplikace donoru NO na vyvoj spor padli

Pti studiu vlivu NO na proces kliceni spor padli byly pouzity spory tvofici kratké hyfy
(narostlé po 2-3 hodinach od aplikace na medium). Byl studovan vliv NO s pouzitim donoru
GSNO o koncentraci 1 mM, tedy koncentrace NO zpasobujici vyznamné zmény Vv procesu
kliceni pylu. Nebyl pozorovan vliv NO na bunéénou lyzi a naslednou destrukci hyf, na zménu
orientace rustu kli¢nich vlaken nebo tloustnuti apikalni ¢asti klicniho vlakna (Piterkova et al.,

2009; Tomankova et al., 2006;

7.4.3 Inhibié¢ni vliv NO na kli¢eni hyf padli rajc¢atového

Ke Kkli¢icim hyfam padli byl po 2 hodinach od aplikace spor na rustové medium
aplikovan donor NO - GSNO o0 koncentraci 1 mM ve formé agarosové kapky. Poté byla v ¢ase
8 h od aplikace donoru proméfena délka klic¢icich hyf a tyto hodnoty byly statisticky
vyhodnoceny. Bylo sledovano vzdy 30 klicicich objektd, ze ziskanych hodnot bylo vypocteno
procento inhibice ristu hyf (graf 3). Z fotografii na obr. 46 je zfejmy inhibi¢ni vliv NO na rast
hyf padli. Tato skutecnost ma neopomenutelny vyznam napi. ve vyvoji patosystému O.
neolycopersici - S. lycopersicion, kde napadena rostlina produkuje prostiednictvim

hypersenzitivni reakce zvySenou hladinu ROS a NO, ktera zpomaluje vyvoj patogenu a tim i
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vyvoj onemocnéni rostliny. Mira této odezvy se lisi v zavislosti na odolnosti rostliny vici

biotrofnimu patogenu (Piterkova J. et al., 2011).

A B C D
Obr. 46
Dynamika rtstu hyf padli rajcatového Vv ptitomnosti donoru NO, aplikovaného k naklicenym
sporam. A) kli¢ici spora, 2 h po pfeneseni spory na agarosu byl aplikovan donor NO (GSNO 1
mM). B) 5 hod po aplikaci donoru (7 h po pieneseni spory na agarosu) C) 8 h po aplikaci

donoru (10 h po pieneseni spory na agarosu), D) Kontrola - 8 h po pfeneseni spory na agarosu
(bez pritomnosti GSNO). Méfitko 100 pm.

Tab. 11

Inhibi¢ni vliv donoru NO na rust kli¢nich vlaken spor O. neolycopersici

Doba po aplikaci spor na
2h 4 h 6h 8h 10h
agarosu

aplikovan
% inhibice pd 12,00 % 12,63 % 15,72 % 19,29 %
onor
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Délka hyf [um]

0 2 4 6 8 10 12
Cas [h]

—e— Bezdonace NO —m—Po lokalni aplikaci donoru NO

Graf 3
Dynamika rustu kli¢niho vlakna pii kli¢eni spor O. neolycopersici v a bez piitomnosti donoru
NO.
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7.4.4 Produkce NO a ROS pfri Kkli¢eni spor padli rajéatového
7.4.4.1 Detekce ROS a NO fluorescen¢ni mikroskopii

Byla detekovana hladina ROS a NO pomoci fluorescen¢nich prob H,DCF DA a DAF
FM DA v prubcéhu kliceni pfed a po aplikaci donoru NO k hyfam kli¢icich spor pomoci
fluorescencni mikroskopie. Hladinu ROS pted a po aplikaci ROS v blizkosti kli¢icich hyf
zobrazuje obr. 47, hladinu NO obr. 48.

Byla detekovana vysoka hladina ROS u spor, které zacaly klicit, tato hladina se bézné
drzela vysoko i v prib&hu kli¢eni, pokud ale doslo k tvorbé apresoria nebo vétveni (patrné na
obr. 48 F, H) doslo ke snizeni intenzity signalu. Po donaci NO doslo k inhibici ristu a bylo

patrné mirné zvySeni intenzity signalu fluorescence pii detekci ROS.

I)----

Obr. 47

Detekce ROS pomoci H,DCF DA v kli¢icich sporach padli. I) v ¢ase A) 2 h, B) 3 h, C) 4 h, D)
5h,E)6h,F)7h,G)8h, H) 9 po aplikaci na medium bez donace donoru NO. 1) v ase I) 1 h,
J)2h, K)3h,L)4h od aplikace GSNO ke kli¢icim objektim (3 - 6 od aplikace na agarosu).

A

Okraj agarosové kapky s donorem je vyznacen pieruSovanou bilou ¢arou. Méfitko: 50 um (A -

H), 100 pum (I - L).
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Obr. 48
Detekce NO pomoci DAF-FM DA v kli¢icich sporach padli v ¢ase 2 - 8 hod po aplikaci na

medium. 1) bez aplikace GSNO, II) po aplikaci GSNO. Doba po aplikaci spor na agarosu A) 2
h, B) 4 h, C) 6 h, D) 8 h. Okraj agarosové kapky s donorem je vyznacen prerusovanou bilou
carou. Méritko: 100 um.

7.4.4.2 Detekce ROS a NO konfokalni mikroskopii

Pro detekci ROS a NO v klic¢icich hyfach O. neolycopersici pted a po lokalni aplikaci
donoru NO byla vyuzita i metoda konfokalni mikroskopie (obr. 49, 50). Detekce ROS a NO
v nakli¢enych hyfach byla minimalni. Po lokalni aplikaci donoru NO ke kli¢icim hyfdm byla
detekovdna mirné€ zvySend produkce ROS a NO. Nizké4 produkce ROS a NO miiZe souviset se
zastavenim rustu cca do 24 h po pfenosu spor na agarosové medium. Jedna se o biotrofni
patogen vyzadujici pro svilj vyvoj pritomnost hostitelského organismu. Tyto vysledky jsou ve
shodg¢ s literaturou (Sedlafova et al., 2011; Piterkova et al., 2009).

Signal NO nebyl u spor s dlouhymi kli¢nimi vlakny detekovatelny. Shodné vysledky
byly ziskany nezavisle pii feseni diplomové prace Be. Terezy Valové. Po aplikaci donoru NO,

byl signal detekovan v téle spory. Detekce signalu byla zfejma zejména ve vakuolach.

Detekce ROS v nativnim preparatu:
A

)4
Y
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Obr. 49

Detekce ROS pomoci H,DCF DA v kli¢icich sporach padli rajéatového v ¢ase 5 h po
aplikaci spor na medium. 1) bez aplikace GSNO, II) 3 h po aplikaci GSNO. A) signal
svételné mikroskopie, B, signal konfokalni mikroskopie, C, propojeni obou kanalt.

Méftitko 50 pm.

Detekce NO v nativnim preparatu:

A C
1

A C

4 /
1) :

Obr. 50

Detekce NO v klic¢icich sporach Padli rajcatového 5 h po aplikaci na medium 1) bez
aplikace GSNO, I1) 3 h po aplikaci GSNO. A, signal svételné mikroskopie, B, signal
konfokalni mikroskopie, C, propojeni obou kanald. Patrna lokalizace NO v kli¢icim

vldknu za nativnich podminek, a v téle spory po aplikaci GSNO. Méftitko 50 um.
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8. Zaveér

Vysledky ziskané pti feSeni pfedlozené bakalafské prace zaméiené na studium

vlivu lokalné zvysené koncentrace oXxidu dusnatého v procesu kli¢eni pylovych zrn a

spor hub 1ze shrnout do nasledujicich bodu:

Byla zavedena metoda mikromanipulace a kapkovaci metoda pfi studiu vlivu
NO v procesu kliceni. Metody byly optimalizovany pro podminky na Katedie
biochemie a byly porovnany jejich vyhody a nevyhody.

Z technickych divodu byla pro vlastni experimentalni praci pouzita kapkovaci

metoda.

Byl potvrzen vyznamny vliv NO v procesu kli¢eni pylovych lacek C. sativus
projevujici se:

= inhibici kli¢eni

* zbytnénim apikalni casti kli¢ici pylové lacky

= destrukci bunééné stény a naslednou bunécna lyzi

*  zménou sméru rustu pylové lacky

Byla stanovena dynamika rastu pylové 1a¢ky C. sativus a mykotického vlakna

M. esculenta a O. neolycopersici na rastovém mediu.

Byl pozorovan minimalni vliv lokaln€ zvysSené koncentrace NO na rtst a vyvoj
houbovych vlaken M. esculenta projevujici se mirnym zpomalenim rustu kratce

po aplikaci donoru NO.
Byl pozorovan inhibiéni vliv NO na rust a vyvoj hyf O. neolycopersici.

Byla detekovana produkce ROS a NO fluorescenénim a konfokalnim

mikroskopem. Lokalni aplikace donoru NO ovlivnila produkci ROS a NO

nésledné:
Pyl: produkce ROS — neni detekovatelna zména (silny signal)
produkce NO — neni detekovatelnd zména (slaby signal)
Spory smrze: produkce ROS — zvysena
produkce NO - zvysena
Spory padli: produkce ROS — velmi slabé zvySena (slaby signal)

produkce NO — velmi slabé zvySena (slaby signal)
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APX askorbatperoxidasa

ASA kyselina askorbova (z ang. ascorbic acid)

BS bunééna sténa

cADPR cyklicka adenosindifosfatribosa

CAT katalasa

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CM cytoplasmaticka membrana

COX cytochrom c oxidasa

c-PTIO ([2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid]
DAB diaminobenzidin

DAF-2 DA  4,5-diaminofluorescein diacetat
DAF-FM DA 4-Amino-5-methylamino- 2',7'-difluorofluorescein diacetat

DHAR dehydroaskorbatreduktasa

DNA deoxyribonukleova kyselina, molekularni zaklad dédi¢nosti
DSY degenerujici synergidni butika (z angl. degenerated synergid cell)
ER endoplasmatické retikulum

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

GABA kyselina y-aminomaselna

GC guanylatcyklasa

GR glutathionreduktasa

GSH glutathion redukovany

GSNO S-nitrosoglutathion

GS-SG glutathion oxidovany

GTP guanosintrifosfat

H,DCF dichlorodihydrofluorescein diacetat

H,0, peroxid vodiku

IBMX 3-isobutyl-1-methylxanthin

CaM kalmodulin

L-NAME L-N®-nitroarginin-methylester-hydrochlorid
LY83583 6-(fenylamino)-5,8-chinolindion
MDHAR monodehydroaskorbatreduktasa
MGU spermaticka bunika (z angl. male germ unit)

NADP"* nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidovana forma
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NADPH
NAR
NBT
NHR
NIR
NO
NOR
NOS
NOX
PDE
PSI; Il
PSY
PT
PUFA
RBOH
RNS
ROS
SNAP
SNP
SoD
sY
TMB
uv
VNC

nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovana forma
nitratreduktasa

nitrotetrazoliova modf (z angl.nitro blue tetrazoliumchlorid)
imunitni odpovédi rostlin (z angl. non-host resistance)
nitritreduktasa

oxid dusnaty

NO reduktasa

NO synthasa

NADPH oxidasa

fosfodiesterasa

fotosystém I, II

persistentni synergidni bunika (z angl. persistent synergid cell)
pylova la¢ka (z angl. pollen tube)

vicenenasycené mastné kyseliny (z angl. polyunsaturated fatty acids)
homolog NADP+ oxidasy (z angl. respiratory burst oxidase homolog)
reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

S-nitroso-acethylpenilcilamin

nitroprussid sodny; Nay[Fe(CN)sNO

superoxiddismutasa

synergidni bunka (z angl. Synergid cell)
3,5,3',5'-tetramethylbenzidin

ultrafialové zateni

jadro vegetativni bunky (z angl. nucleus of the vegetative tube cell)
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