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Reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) se fadi mezi
vyznamné signalni molekuly ucastnici se u rostlin vétSiny
fyziologickych a patofyziologickych procest. Pii pusobeni
stresovych faktort RONS spousti kaskadu obrannych reakci,
které mohou vést k navozeni rezistence nebo napiiklad usmrtit
patogen. V této praci byly RONS lokalizovany Vv listech rostlin
huseni¢ku  rolniho  (Arabidopsis thaliana) vystavenych
fotoinhibi¢nimu osvétleni, a u rostlin rajcat (Solanum spp.)
inokulovanych padlim rajc¢atovym (Oidium neolycopersici).
Pletiva byla barvena fluorochromy detekujicimi RONS a
zobrazovany konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. U
rostliny A. thaliana byl zvySeny vyskyt singletniho kysliku po
osvétleni detekovan zejména v mezibunéénych prostorach,
peroxid vodiku a oxid dusnaty v chloroplastech. U rostlin
Solanum spp. po infekci O. neolycopersici byla detailné
studovana lokalizace NO a rozSifeny poznatky 0 roli RNS
v tomto patosystému. 24h po inokulaci byl nejintenzivnéjsi
signal zaznamenan u nejcitlivéjsitho genotypu S. lycopersicum
cv. Amateur.
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Reactive oxygen and nitrogen species (RONS) rank
among the most important signaling molecules involved in
a range of physiological and pathophysiological processes
in plants. Under stress conditions RONS induce a cascade
of defense reactions which may lead to a plant resistance
or to the death of a pathogen. In this work RONS were
localized in leaves of Arabidopsis thaliana plants exposed
to a photoinhibitory light and Solanum spp. inoculated by
tomato powdery mildew, Oidium neolycopersici.
Following staining with fluorochromes the RONS were
detected with confocal laser scanning microscopy. In A.
thaliana plants an intensive signal for singlet oxygen was
localized particularly in the intercellular spaces, while
these for hydrogen peroxide and nitric oxide mostly in
chloroplasts. In Solanum spp. plants infected by O.
neolycopersici localization of NO was studied in details
which expanded our knowledge on the role of RNS in this
pathosystem. The most intensive signal was recorded for
S. lycopersicum cv. Amateur, a genotype susceptible to O.
neolycopersici.
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1. UVOD

Rostliny jsou béhem svého Zivota znacné ovlivnény prostiedim, ve kterém se nachdzeji.
Vnéjsi prostiedi neustdle podléha zménam, které ovliviiuji zivotni funkce rostlin a pfi
ptekroCeni tzv. hranice tolerance mohou zptlisobit poskozeni jednotlivych organti ¢i v
nejhorsich pfipadech tthyn organismu. Stresem nazyvame stav, kdy se rostlina nachazi pod
vlivem stresovych faktorii (stresori). Stresory mohou byt dvoji povahy, biotické nebo
abiotické. Mezi biotické faktory rostlin fadime patogenni viry, bakterie, oomycety, houby,
herbivorni ZzivocCichy, parazitické a alelopatické rostliny. Abioticky stres je zplsobovan
fyzikdlnimi ¢i chemickymi faktory, predev§im extrémnimi klimatickymi podminkami
(teplota, zafeni, dostupnost vody, kysliku, pH). Abioticky stres mize zpusobit i nevhodné
sloZzeni pidy (nedostatek zivin, zasoleni). Aby rostliny nepodlehly plisobeni stresovych
faktorti, vyvinuly G¢inné obranné mechanismy potiebné pro pieziti v jejich pfirozeném
prostiedi. Existuje fada signalnich molekul, které se podileji na pfenosu informace o ptisobeni
stresoru a nasledné spusténi obrannych reakci. Vyznamnou roli mezi nimi hraji reaktivni
formy kysliku (ROS) - zejména peroxid vodiku a reaktivni formy dusiku (RNS) - v posledni

dob¢ intenzivné studovany oxid dusnaty.



2. CILE PRACE

Cilem moji bakalaiské prace bylo zpracovat literarni reSersi o reaktivnich formach kysliku a
dusiku (RONS), seznamit se s metodami jejich studia a v experimentalni ¢asti lokalizovat tyto

molekuly v rostlinach vystavenych stresovym faktorum.



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku

3.1.1 Vyznam a funkce RONS ve fyziologii rostlin

Reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) jsou tizce spojené s reakci organismi na
stresové faktory. Plni funkci signalnich molekul a podileji se u rostlin na strukturnich a
biochemickych obrannych mechanismech. Reaktivni formy kysliku (ROS) vznikaji pfi
fotosyntéze v chloroplastech nebo p#i dychani v mitochondriich diky elektron transportnim
fetézcim. Nedilnou soucasti metabolismu zivych organismu jsou i reaktivni formy dusiku

(RNS), predevsim dnes nejprostudovanéjsi oxid dusnaty (NO).

Reaktivni formy kysliku (ROS) byly diive povazovany pouze za toxické vedlejsi
produkty aerobniho metabolismu, které jsou odstranovany pomoci antioxidanti a
antioxidacnich enzymi. V poslednich letech bylo zjiSténo, ze ROS hraji dilezitou roli jako
signalni molekuly kontrolujici dulezité procesy rostlin jako je rust, vyvoj, reakce na biotické a
abiotické stresory a programovana bunécna smrt (Bailey-Serres a kol., 2006). Reaktivni
formy kysliku jsou toxické az ve vysSich koncentracich, zptisobuji oxidac¢ni poskozeni bunky

(napf. peroxidace lipida).

NO figuruje v mnoha fyziologickych a biochemickych procesech rostlin. NO byl
zpocatku oznacovan jako fytohormon, ale jelikoz se svym plsobenim vymyka klasickému
hormonu, pouziva se vjeho pfipadé oznaCeni ,,netradi¢ni regulator rastu” (Beligni a
Lamattina, 2001). NO je regulatorem mnoha fyziologickych procest, jeho ucinek zavisi na
jeho koncentraci. Zjistilo se, ze NO hraje roli pfi otvirani a zavirani praducht (Garcia-Matta a
Lamattina, 2001), regulaci senescence, rustu, kveteni, dormanci semen (Belgini a Lamattina,
2000), ma vliv na aktivitu nitrat reduktasy (Planchet a kol., 2006) a programovanou buné¢nou
smrt (Delledone a kol., 2001).
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3.1.2.Reativni formy kysliku

V tabulce je uveden piehled reaktivnich forem kysliku (= reactive oxygen species,

ROS).

Tabulka I: Ptehled ROS, jejich zdroju a biologickych ucinkd (pfevzato z: Piterkova a kol.,

2005).
Slou¢enina Zkratky Struktura Zdroj Biologicky u¢inek
velmi silné oxidacni
¢inidlo, poskozeni
Hydroxylovy b Haberova-Weissova reakce .DNA’ .
yaroxy ovy OH 0-H ' peroxidace lipidu,
radikal : Fentonova reakce -
degradace proteint,
produkce
C,H,
glykolatoxidasa v
glyoxysomech, osvétlené
chloroplasty inhibice fixace CO,,
- PSII, mitochondrie v inaktivace
Peroxid L pfitqmnosti enzymi Cal_vinova
vodiku H,0, H-— D — D —-H NADH, _[3-0x1dace ma§tnych cyklu, oxidace
kyselin, Fe-S proteiny sulthydryld
a enzymové reakce (SOD, a flavonold, substrat
glykolatoxidasa, aminoxidasa, oxidac¢ni reakce
oxalatoxidasa (EC 1.2.3.4),
peroxidasy.)
excitované chlorofylové mutageneze,
Singletni 19 0-0- molekuly v tripletovém peroxidace lipidd,
kyslik 2 ' stavu, zne€isténi vzduchu (NO,, fotooxidace
0,3, atd.) aminokyselin
osvétlené chloroplasty, PSII a
PSI, mitochondrie . e
v pfitomnosti NADH, Fe-S .perolmdace lip 1du°,
proteiny, cytochrom inaktivace enzymi,
, - depolymerizace
P450, elektronovy transportni fet - e
. polysacharidu, reakce s
Superoxidovy - = B v endoplasmatick H,0, za tvorby OH
P y Oy [D =0 :| ém retikulu, herbicidy (paraquat 22 y .,

anionradikal

a nitrofen),
enzymové reakce:
xanthinoxidasa, NAD(P)H
oxidasa,
aldehydoxidasa, urikasa (EC

1.7.3.3).

schopnost oxidovat
siru, askorbat a
NADPH, redukovat
cytochrom c a ionty
kovi

Na rozdil od molekularniho kysliku jsou tyto ¢aste¢né redukované nebo aktivované radikaly

kysliku velmi reaktivni a toxické. Pro UispéSnou existenci rostlin na Zemi bylo nezbytné

vytvofeni obrannych mechanismil, umoziujici ptekonat toxicky uc¢inek ROS a vyuzit nékteré

Z nich jako signéalni molekuly. ROS tak u rostlin hraji roli nejen toxickych sloucenin, ale jsou

1 kli€ovymi regulatory mnoha biologickych procest.
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ROS jsou v rostlinnych burnkach nejvice produkovany mitochondriemi, chloroplasty a
peroxizomy, coz jsou organely s vysoce oxidacni metabolickou aktivitou nebo s intenzivni
rychlosti elektronového toku. Produkce ROS v téchto organelach miize byt zodpovédna za
spousténi ruznych signalnich kaskad. Za podminek limitujicich fixaci CO,, jako je sucho,
teplotni a salinitni stres, nebo kombinace téchto podminek a stresu z nadbytku svétla, je
produkce ROS v chloroplastech zvysena. Za specifickych stresovych podminek je hlavnim
producentem superoxidového anionu v mitochondriich elektronovy transportni fetézec.
Zdrojem ROS v rostlinnych bunkach jsou detoxikaéni reakce katalyzované cytochromy
v endoplazmatickém retikulu nebo v cytoplazmé. V peroxisomech je produkovan superoxid

pomoci xanthinoxidasy (Piterkova, 2010).

Molekularni kyslik je pomémné malo reaktivni molekulou, jeho aktivace probiha
absorpci dostateéné energie nezbytné pro obraceni spinu jednoho z neparovych elektrond.
Timto zptsobem vznika reaktivngjii singletni kyslik (*Os). Singletni kyslik je schopen prevést
svoji excitaéni energii na jiné biologické molekuly, nebo s nimi muze dal reagovat za vzniku
hydroperoxidt. Jinym mechanismem aktivace molekularniho kysliku je jednoelektronova
redukce, tak dochazi ke tvorbé superoxidu (O,”), hydroxylového radikalu (OH) a vody
(Piterkova a kol., 2005). Superoxid je mirn¢ reaktivni forma kysliku neprochazejici pies
bunéné membrany, je oxidacnim i redukénim c¢inidlem. Diky svému vysokému oxidaénimu
potencidlu muze zpuasobit i oxida¢ni poskozeni bunék. Piedpoklada se, ze je superoxid
zapojen v fad¢ fyziologickych procest rostlinnych bunék, zejména v bunééném déleni, ristu a

diferenciaci (Kranner a kol., 2010).

Dvouelektronovou redukei kysliku vznika peroxid vodiku (H20O,), ktery se fadi mezi
ROS, ac¢koli neni volnym radikalem (Halliwell, 2006). V neptitomnosti pfechodnych kovii je
stabilni a nereaktivni, to je také ditvodem, proc je povazovan za jednu z nejstabilnéjSich forem
ROS. V rostlinnych bunkach se vytvaii v mitochondriich, chloroplastech, cytoplazmé,
cytoplazmatické membrang, peroxisomech a bunééné stén¢ (Kubienova, 2012). H,O; je také
produkovan reakcemi, jeZ jsou zahrnuty ve fotosyntéze a respiraci. Z toho vyplyva, ze H,O; a
dalsi ROS jsou nezadoucimi vedlej$imi produkty normalniho aecrobniho metabolismu (Mittler,
2002). V tad¢ studii bylo dokazano, ze se zvySuje koncentrace H,O, po vystaveni rostliny
stresu. Na rozdil od Zivoc¢iSnych bunék jsou rostlinné buiky rezistentn&j$i k zvySené
koncentraci H,0,. Rostlinna pletiva jsou schopna tolerovat vysoké koncentrace H,O, (a to az
v rozmezi 107 - 2x10° uM). Bylo také zjisténo, Ze rostliny predindukované peroxidem vodiku

byly odolngjsi viici stresu, ktery byl zptisoben chladem ¢i nadbytkem svétla (Piterkova, 2010).
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Pti nizkych koncentracich m4a HO, roli signdlni molekuly, naopak pii vysokych
koncentracich mtze zpusobit vznik oxidacniho stresu, ktery nasledné¢ miize vést k bunécné
smrti. O tom, Ze je peroxid vodiku opravdu dulezitou molekulou, svéd¢i fada jeho dalSich
funkci, naptiklad G¢ast na mnoha obrannych reakcich (napfi. zesileni rostlinné bunééné stény)
a regulace celé fady fyziologickych procest (napt. senescence, fotorespirace, fotosyntéza,

bunéény cyklus).

ROS vznikaji v zivém organismu i cestou enzymovych reakci. Superoxidovy radikal
vznika jako meziprodukt reakci katalyzovanych enzymy, jako je napiiklad xanthinoxidasa
(EC 1.17.3.2) vyuzivajici jako donory elektront xanthin, hypoxanthin ¢i acetaldehyd.
Superoxidovy radikal se uvoliiuje pii katalytické oxidaci xantinu na kyselinu mocovou a dale
pak podléha redukci za tvorby peroxidu vodiku (H20;) a hydroxylového radikalu (OH)
cestou Haberovy-Weissovy a Fentonovy reakce. Aldehydoxidasa (EC 1.2.3.1) katalyzuje
oxidaci aldehydu za tvorby superoxidového radikalu. Lipoxygenasa (EC 1.13.11.12)
katalyzuje peroxiderivaty podléhajici autokatalytické degradaci, pfi niz dochdzi k tvorbé
radikali, které iniciuji fetézové rekce peroxidace lipidi. Dale napiiklad oxalatoxidasa (EC
1.2.3.4) katalyzuje produkci peroxidu vodiku a oxidu uhli¢itého z oxalatu za ptitomnosti
kysliku a aminoxidasa (EC 1.4.3.6) katalyzuje oxidaci biogennich aminti na pfislusny aldehyd

za uvolnéni amoniaku a peroxidu vodiku (Piterkova a kol., 2005).

Rostliny vytvofily ucinné obranné mechanismy, které odstranuji reaktivni formy
kysliku, a tim chrani bunku proti oxida¢nimu poSkozeni. Mezi takové systémy patii
enzymové a neenzymové antioxidanty. Aby byl biologicky antioxidant G¢inny, musi byt
V buiice pfitomen v pfiméfeném mnozstvi, musi reagovat s riiznymi volnymi radikaly, musi

byt vhodny pro regeneraci buiiky a nesmi ji poskozovat.

v

Nejvyznamnéj$im antioxidantem je kyselina L-askorbové, zndméjsi jako vitamin C,
ktery ucinkuje v nékterych fyziologickych procesech rostlin, jako je rust, diferenciace a fada
metabolickych drah. Dale je schopen redukovat mnoho volnych radikalti a tim zabranit
vzniku oxidac¢niho stresu. Askorbat muze ptimo ,,odstranit* nékteré reaktivni formy kysliku, a
to naptiklad superoxid, hydroxylové radikaly, singletni kyslik, a je schopen redukovat peroxid
vodiku na vodu (Piterkova a kol., 2005). Mezi antioxidanty patfi i karotenoidy, které velice
rychle odstranuji singletni kyslik z protein-pigmentovych komplext chloroplastt, gluthation
odstranujici cytotoxicky peroxid vodiku a reagujici s dalsimi ROS (napft. singletnim kyslikem,

superoxidem a hydroxylovym radikdlem). Velmi dulezitym antioxidantem Vv lipidovych
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membranach je a-tokoferol, jinak nazyvany vitamin E, ktery odstranuje fetézoveé vznikajici

volné peroxylové radikaly.

Nejvsestrannéjsi ochranu proti poskozeni reaktivnimi formami kysliku ve vSech
bunéénych Castech poskytuji zejména enzymy a nékteré enzymové systémy. Na katabolismu

ROS se podileji enzymy, které jsou shrnuty v tabulce I1.

Tabulka IT: Piehled enzymu podilejicich se na katabolismu ROS (pievzato z: Piterkova a kol.,
2005).

Enzym Katalyzovana reakce
Superoxiddismutasa O, +0, +2H" < 2H,0,+ O,

Katalasa 2H,0, < O, + 2H,0
Gluthationperoxidasa 2GSH + PUFA-OOH « GSSG + PUFA + 2H,0
Askorbatperoxidasa AA + H,02 « DHA + 2H,0
Glutathionreduktasa NADPH + GSSG < NADP+ + 2GSH

Nejvyznamnéj$i antioxidacni enzym se nazyva superoxiddismutasa (SOD, EC
1.15.1.1) tadici se do skupiny oxidoreduktas. SOD se vyskytuje u aerobnich a fakultativné
aerobnich organismil a ve vSech bunécnych oddélenich, kterd jsou citlivd na oxidativni stres
(Piterkova a kol., 2005, Grace a kol., 2000). U rostlin nachazime tfi typy SOD, které byly
klasifikovany podle obsahu kovového kofaktoru jako je Fe, Mn a Cu/Zn (Prochazka, 1998).
SOD katalyzuje pfeménu superoxidového radikdlu na peroxid vodiku, ktery je nasledné

odstranén katalasami a peroxidasami (Bfezinova Belcredi a kol., 2007).

Ve vSech aerobnich eukaryotech se nachazi tetramerni enzym katalasa (CAT, EC
1.11.1.6). Tento enzym muze katalyzovat piimy rozklad peroxidu vodiku, v takovém piipadé
se jedna o katalasovou aktivitu. Navic mtze katalyzovat oxidaci substratd jako je metanol,
etanol, formaldehyd a nitrit peroxidem vodiku, pak se jedna o aktivitu peroxidasovou. Existuji
tii formy CAT, které se lisi svoji lokalizaci. CAT 1 se vyskytuje v listech, kde napomaha
odstraniovani peroxidu vodiku v pribéhu fotorespirace. CAT 2 se nachazi predevSim
Vv cévnich svazcich a CAT 3 je lokalizovana v glyoxysomech semen a mladych semenacka
(Dat a kol., 2000). Na odstranovani peroxidu vodiku v mistech, kde neni ptitomna katalasa se

podili antioxidanty askorbat-glutathionového cyklu, napi. askorbatperoxidasa (APOX, EC

14



1.11.1.11) nebo glutathionreduktasa (GSNOR, EC 1.6.4.2). Askorbat-glutathionovy cyklus

znézornuje obrazek ¢. 1.

Superoxid
dismutasa

Askorbat

\/“\/\/ \/

NAD(P)

Oxidovany
glutathion

Askorbat
peroxidasa

Monodehydroas korba
reduktasa

Dehydroaskorbat
reduktasa

Glutathion
reduktasa

NADPH

/\/\ )\ NG

Monodehydroaskorbat

NAD(P)H

\ Dehydroaskorbét/

Redukovany

glutathion

Obr. 1: Schéma askorbat-glutathionového cyklu (ptevzato z: Piterkova a kol., 2005).

NADP
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3.1.3. Reaktivni formy dusiku

Dalsi skupinou reaktivnich nizkomolekularnich latek, které jsou zaroven signalnimi
molekulami, jsou reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species, RNS). Reaktivni formy
dusiku muzeme rozdé€lit na volné radikaly, jako jsou oxid dusnaty (‘NO), oxid dusi¢ity (‘NO5)
a na skupinu latek, mezi které patii kyselina dusita (HNO,), oxid dusity (N2O3), peroxynitrit
(ONOQ)), alkylperoxynitrit (ROONO).

Oxid dusnaty (NO) se ucastni mnoha fyziologickych a patologickych procesii u
riznych organismu. V zivocisné fisi hraje roli signalni molekuly, kterd se ucastni zanétu,
imunity, vazodilatace nebo neurotransmise. U rostlin je udaju o funkci NO méné ve srovnani
s zivo¢isnymi systémy, proto je NO intenzivné studovan. Spolu sROS je oxid dusnaty
v rostlinach zapojen do fyziologickych procest (jako je kliceni, senescence, tvorba kotent,
kveteni, pohyby priduchitl) a do procest spojenych se stresem (abioticky, napadeni patogeny),

které ma za nasledek spusténi programované bunécéné smrti (Wendehenne a kol., 2004).

NO v bunice miize vznikat dvéma zpiisoby, enzymové nebo neenzymové. U zivocichti
je NO tvotfen enzymem NO-syntasou (NOS, EC 1.14.13.39), ktery existuje v burikach ve
ttech isoforméch. VSechny formy, neutrdlni (nNOS), indukovatelnd (iNOS) 1 endotelidlni
(eNOS) oxiduji L-arginin na L-citrulin a NO. NOS v rostlinach je nyni pfedmétem mnoha
zkoumani, ale presvédCivé prokazana dosud nebyla (Piterkova a kol., 2008). Byl ovsem
nalezen analog tohoto enzymu oznacovany ,,NOS-like enzyme*“ zptsobujici tvorbu L-
citrulinu z L-argininu a navic reagujici na inhibitory Zivo¢isné NOS. Pfitomnost ,,NOS-like*
enzymu byla prokazana v peroxizomech a chloroplastech v listech hrachu, dale v cytosolu
bunék meristematické zény a v jadrech bunék prodluzovaci zény kotfene u kukufice

(Wendehenne a kol., 2001).

Specifickym rostlinnym enzymem je nitrit:NO reduktasa (NiNOR), ktera katalyzuje
redukci dusitanu na NO. NiNOR byla popsana v plazmatické membrané kotenovych bunék
tabaku, z toho prameni pfedpoklad, ze NO ma funkci signalni molekuly v prubéhu vyvoje
kotenoveého systému a Ucastni se interakci s plidnimi bakteriemi na povrchu kofentl. Jinym
enzymovym zdrojem NO je nitratreduktasa (NR, EC 1.7.1.1.). Hlavni funkci NR v rostlinach
je katalyza NAD(P)H-dependentni dvouelektronové redukce dusi¢nanu na dusitan. Bylo
zjisténo, Ze za urcitych podminek mize dochazet k jednoelektronové redukci dusitanu na NO,

eventualné NR muze produkovat zaroven s NO i peroxidusitan (Piterkova a kol., 2008).
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Obr. 2: Schéma zdroji NO v rostlinach. NO se vytvari ¢innosti nitratreduktasy (NR), nitrit:NO reduktasy
(NiNOR) a NO syntasy (NOS) a neenzymovou cestou reakci NO,": redukce za kyselého pH a svétlem pohanéna
redukce v ptitomnosti karotenoidi. NO muize vznikat také jako vedlej$i produkt denitrifikace, nitratové

asimilace, nebo respirace (Pfevzato z: Piterkova, 2008).

V rostlinnych buiikach jsou dale do syntézy NO zapojeny neenzymové mechanismy,
které zahrnuji redukci dusitanu v apoplastu pfi snizeném pH a pfitomnosti reduktanti jako je
kyselina askorbova. Svétlem pohanéna redukce dusitanii na NO katalyzovana karotenoidy

byla popsana v membranach chloroplastt (Piterkova, 2008).

Signalni drahy NO v rostlinach jsou v poslednich letech hlavni otdzkou mnoha studii.
Ptestoze je pochopeni signdlnich funkci NO teprve v pocatcich, jiz se podafilo rozpoznat
nékteré prvky pfenosovych kaskad zprostiedkovanych NO (obr. 3), které jsou prozkoumany u
zivocichd. Signalni drahy NO v rostlinach zahrnuji ~ syntézu sekundarnich pfenasecd,
pfikladem jsou cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) a cyklickd adenosindifosfat ribosa
(cADPR), které vedou ke zménam hladiny cytosolického vapniku (Piterkova a kol., 2008).
Aktivace NO je zprostiedkovana MAP kinasami, které jsou u rostlin aktivovany
extracelularnimi signaly. Mezi tyto signaly patii naptiklad plisobeni rostlinnych hormont,
sucho, chlad, osmoticky stres ¢i pisobeni patogent. Extracelularni signaly jsou nasledkem
aktivovani signalnich drah, které vedou ke genové expresi (Neill a kol., 2002). Signalni drahy
NO mohou byt také zprostiedkovany kovalentnimi modifikacemi proteinii jako nitrosylace

cysteint a nitrace tyrosint (Piterkova a kol., 2008).
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Obr. 3: Schéma znazortiujici signalni drahy NO u rostlin, primarni cile NO zahrnuji mitogenem aktivované
proteinkinasy (MAPK) a Ca2+ kanaly regulované prostiednictvim zmén hladin cGMP a cADPR. NO reguluje
aktivitu proteint nitrosylaci thiolovych skupin. Stabilni metabolit S-nitrosoglutathion (GSNO) mizZe slouzit jako

ptenasec signalu NO pro jeho uvolnéni a interakce ve vzdalenych cilech (Pievzato z: Piterkova a kol., 2008).
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Vzhledem Kk vysoké reaktivit¢ NO lze piedpokladat jeho nestabilitu. Polocas jeho
rozpadu se udava rtizn¢ v zavislosti na podminkéch prostfedi, naptiklad polocas rozpadu NO
v atmosféte obsahujici bézné 21% O, je = 3,5 hod, v atmosféie obsahujici pouze 0,3% O, je
az =~ 16 hod (Soegiarto a kol., 2003). V zivé buice je vSak poloc¢as rozpadu NO mnohem
krat$i, pohybuje se kolem = 6 s pfedevsim diky reakci s ROS, které se vyskytuji vice v buiice
nez v atmosféfe (Thomas a kol., 2001; Misra a kol., 2010). NO je plynny radikal, jenz
interaguje se tifemi typy sloucenin liSicimi se svymi fyzikalnimi vlastnostmi a chemickou
reaktivitou. Jedna se o kation dusiku (NO™), radikdl NO a nitroxylovy anion (NO). NO
reaguje s kyslikem za vzniku nékolika raznych oxidt dusiku: NO,, N2O3, NO, nebo NOg'.
Mnozstvi NO u rostlin, které¢ jsou napadené patogenem, zavisi na redukénim stavu bunky.
Detekce NO se nejcastéji vyuziva pii vyzkumu napadenych rostlin patogenem (Vandelle a
Delledonne, 2008). NO rychle reaguje s jinymi radikaly, zejména s radikaly fadici se mezi
reaktivni formy kysliku. Z biologického pohledu jsou nejpodstatnéjsi reakce se
superoxidovym anionradikdlem za vzniku peroxodusitanu, ktery dale reaguje s proteiny,
lipidy a DNA za vzniku pfisluSnych nitroso- a nitroderivati. Dalsi vyznamnou reakci NO je
tvorba nitrosylovych komplext s atomy kovi. NO je mala hydrofobni molekula, proto se
snadno pohybuje v prostiedi bunéénych membran. Coz napomaha reaktivité NO s lipofilnimi
latkami, kterymi mohou byt radikdlové meziprodukty peroxidace membranovych lipidi.
V rostlinnych membranach byl pii rznych stresovych podminkich popsan antioxidacni a

ochranny vliv NO, ktery snizuje rozsah lipidové peroxidace (Piterkova a kol., 2008).

Kvili vysoké reaktivité je experimentalni detekce a kvantifikace NO in vivo
obtizna. Metody, které se pouzivaji u rostlin, pochézeji ze studii provadénych u zivodichti a
jsou upravovany na podminky rostlinnych pletiv (Piterkova a kol., 2008). NO se v organismu
ucastni mnoha procesti a jeho ucinky zavisi na jeho koncentraci. Jeho ptfesna detekce je
dalezitd pro pochopeni jeho role v bunéénych procesech. Existuje celd tfada detekénich
technik, naptiklad: laserova fotoakustickd  spektroskopie, EPR  spektroskopie,
chemiluminiscence nebo hmotnostni spektrometrie (Vandelle a Delledonne, 2008). Pro
histochemickou lokalizaci produkce NO se vyuziva specifickych fluorescenénich sond a

fluorescen¢ni nebo konfokalni mikroskopie (Piterkova a kol., 2008).
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3.1.4. Vliv stresovych faktori

Béhem svého Zivota jsou rostliny vystaveny puasobeni riznych stresovych faktord,
které pak znacn¢ ovliviwji jejich fyziologické procesy, dale mohou vést k poskozeni
rostlinnych bung¢k, organti a v krajnim piipadé az k jejich smrti. Stresory mizeme rozd¢€lit na
abiotické a biotické. Velmi Casto na rostlinu ptlisobi vice stresorii najednou. Stresor ovliviiuje
¢ast rostliny, ve které dojde k lokalni stresové reakei, ta nasledné miize druhotné vyvolat stres
I na jinych organech. Timto zpisobem dochazi k systémové stresové reakci. Zminéné stresory

zpusobuji zvySeni produkce RONS jako signalnich drah nebo obrannych mechanisma.

Rostliny jsou schopny zvySovat svoji odolnost viici stresu. Jednim moznym zpisobem
je aklimatizace neboli otuzovani, vtomto piipadé dochdzi k morfologickému nebo
fyziologickému ptizplisobeni konkrétni rostliny. ZvySuje se syntéza zasobnich latek (Skrobu,
lipidit) nebo dochazi ke snizeni obsahu vody v buitkkach. Adaptace je dal$im mozny zplisob
odolnosti vii¢i stresu. Adaptaci dochazi ke genetickym zménam v celé populaci rostlin, které

nasledn¢ vedou k morfologické nebo fyziologické kompenzaci stresu.

3.1.4.1. Abioticky stres
Abioticky stres je zptisobovan nezivymi faktory chemického nebo fyzikéalniho ptivodu.

Nejcastéji se jedna o nasledujici faktory:

Chemické faktory: nedostatek/nadbytek vody, nedostatek kysliku, nedostatek Zivin v pude,
vyskyt toxickych plynti ve vzduchu, sniZend/zvySend koncentrace iontli a soli v plde,

pritomnost toxickych kovi a organickych latek v ptde.

Fyzikalni faktory: nadmérné svételné zareni, UV zafeni, vysoka teplota, nizkd teplota,

mechanické G¢inky vétru, mechanické poranéni.

3.1.4.2. Bioticky stres

Bioticky stres byva vyvolan Zivymi organismy. Rostliny jsou ohrozovany patogeny,
konkurujicimi rostlinami a byloZravymi Zivocichy. Rostlinnym patogenem se oznacuji
organismy, které svoji ontogenezi nebo aspon jeji ¢ast prozije ve vzajemném pusobeni
s rostlinou, kterou vyuziva a poskozuje. Projevy tohoto vzdjemného ptisobeni se oznacuji jako
onemocnéni nebo choroba. Patogeny, které jsou nutricné zavislé na hostitelské rostling, jsou
zéroven parazity. Biotrofni patogen miize existovat pouze v buinkach/pletivu hostitele.

Nekrotrofni patogen intoxikuje a usmrti buiiku a nasledné se zivi jejimi zbytky. Existuji i
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patogeny, které se zpoc¢atku chovaji jako biotrofni a po ¢ase parazitovani bunku zabiji, takovy
patogen se nazyva hemibiotrofni. Mezi patogeny se tfadi viry, viroidy, fytoplazmy, bakterie,
houby a nematoda (hlistice). Rostliny jsou poskozovany i mnoha druhy Zivocichti, jimz slouzi

jako potrava, v tomto piipadé se nejedna o patogeny, ale pouziva se termin Skadci.
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3.2. Metody studia RONS
3.2.1. Mikroskopické metody

3.2.1.1. Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop je druhem optického mikroskopu, ktery mé tu vyhodu, ze ma vysokou
rozliSovaci schopnost danou detekci svétla pouze z ohniskové roviny mikroskopu. RozliSeni
je asi 1,4 x vyssi nez u svételného mikroskopu se srovnatelnou optikou. Dochazi k potlaceni
signalu z rovin pod a nad rovinou zaostfeni, tim se nabizi moznost snimat sérii optickych
fezi, které umozni rekonstruovat pozorovany objekt v 3D projekci a provadét nasledné

stereologickd méteni v preparatu.

Historie tohoto typu mikroskopu saha k roku 1957, kdy si vynalez konfokalniho mikroskopu
nechal patentovat americky védec Marvin Minsky. Minsky vSak nemél dostate¢ny zdroj
se stal rok 1965, kdy Mojmir Petran a Milan Hadravsky z Lékatské fakulty Univerzity
Karlovy v Plzni zkonstruovali novy typ konfokalniho mikroskopu na bazi rotujiciho
Nipkowova kotouce. Tento mikroskop jiz zajistil kvalitni optické fezy silnym preparatem
mozkové tkané, kterou potiebovali pozorovat. Za dalSiho pokraCovatele 1ze povazovat Davida
Eggera, ktery nahradil Nipkowlv kotou¢ pohybujicim se zdrojem svétla a v roce 1973
zvetejnil prvni snimky bun€k vzniklé timto zplsobem. V dneSni dobé se konfokalni
mikroskopie stala velmi vyuzivanou metodou v biologii a biomediciné (Claxton a kol., 2004 -

2009).

Existuje vice typu konfokalnich mikroskopt, nejcastéji pouzivanym je rastrovaci
konfokalni mikroskop ,,Confocal Laser ScanningMicroscope (CLSM). Zdrojem svétla
rastrovaci konfokdlni mikroskopie je laser. Laserovy paprsek predstavujici bodovy zdroj
svétla je fokusovan na clonku. Dale prochazi objektivem a dopada az na samotny vzorek, kde
je obraz clonky fokusovan do bodu, jehoz primér odpovida difrakéni neboli rozliSovaci mezi.
Ptes stejny objektiv prochdzi svétlo odrazené, rozptylené, piipadné fluorescence. Sekundérni
paprsky prochazi ptes clonku, jejiz bodovy obraz je pomoci délice paprskii lokalizovan pied
fotonasobi¢. Tam je umisténa druha konfokalni bodova clonka filtrujici svétlo, které prochazi
z oblasti mimo ohniskovou rovinu mikroskopu. Zakladnim principem CLSM je to, Ze obraz
neni vytvafen najednou, ale vznikid fadkovanim bod po bodu. Radkovanim jsou sniméany
optické body v roviné¢ XY a diky pfesné definovanému posunu v 0se Z i jednotlivé optické

fezy. Rastrovani bod po bodu muize probihat tfemi rtiznymi zptisoby. Prvnim zplisobem je
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rozmitani laserového paprsku, dalSim pficny posuv vzorku pted objektivem nebo posuv
samotného objektivu. Po skenovéni je pocita¢ schopen sestavit obraz celého preparatu

(Kubinova, 2004).

Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy

Fotonasobic a
detektor

- Druha clonka
- Bariérovy filtr

Dichroicke

n
Obr. 4: Chod paprska konfokalnim Obr. 5: Srovnani snimkd  ziskanych
mikroskopem. (Ptevzato z: Tulpova Z., z fluorescenéniho  (a,b,c) a konfokalniho
2011) mikroskopu (d,e,f). Jedna se o snimky lidské

michy, vlaken neporuseného krali¢iho svalu a
pylového zrna slunecnice. Na prvni pohled je
ziejmé, ze u konfokalniho mikroskopu maji
snimky mnohem vy$§i rozliSeni a kontrast.
(Pievzato z:  www.olympusfluoview.com,
21.2.2013)

Dalsim typem konfokéalniho mikroskopu je tandemovy skenovaci mikroskop ,,Tandem
scanning confocal microscope®. Tento mikroskop vyuziva pro skenovani rotujici disk,
nazyvany Nipkowtliv kotou¢. Nipkowilv kotou€ je perforovand desticka, ktera rotuje a tim
zajistuje usmeérneéni laserového svétla na body preparatu. Kotou¢ obsahuje desitky az stovky
tisic otvort v Archimedovych spiralach. Vyhodou tohoto typu mikroskopu je rychlé snimani,
cozZ je vhodné pro pozorovani zivych preparati. Na pozorovany objekt piisobi nizsi intenzita

svétla a tim se snizuje vybélovani preparatu tzv. photobleaching (Hibbs, 2004).

Nejnoveéjsim typem konfokalniho mikroskopu je takzvany ,,Programmable Array
Microscope* (PAM), ktery by se do ¢estiny mohl piekladat jako Programovatelny maticovy
mikroskop. Tento mikroskop vyuziva elektricky ovladany prostorovy modulator svétla
»opatial Light Modulator* (SLM) vytvarejici sadu pohybujicich se bodovych clonek.
Moduléator SLM je zafizeni, které obsahuje matici pixeld, z nichz kazdy ma urcité vlastnosti

(prahlednost, odrazivost, opticka rotace). Tyto vlastnosti se mohou elektronicky ménit. SLM
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déli fluorescenéni svétlo prochazejici objektivem na fokalni konjugovany obraz, ktery je
reprezentovan ,,zaostienym® svétlem, a nekonjugovany obraz tvofeny ,nezaostfenym®
svétlem. Dale mikroskop obsahuje mikroelektromechanicka zrcadla nebo komponenty na
bazi tekutych krystali. Ke sniméni obrazu se pak obvykle pouzivaji CCD kamery. Co se tyce
konfokalniho zobrazovani pomoci PAM, pfichdzeji v tvahu dva postupy. V prvnim ptipadé
se bodova matrice posouva a postupnym skenovanim je dosazeno vysledného kompletniho
obrazu. Druhy, rychlejsi postup, pouziva kratkou pseudonahodnou sekvenci prekryvajicich se

snimka, ktera je tvofena sérii riznych dvourozmérnych vzorct (Verveer a kol., 1997).

3.2.1.2. Obecna charakteristika fluorochromu

Konfokalni mikroskopie umoziiuje pozorovani optickych fezi vzorkem. Vzorek muze
byt pozorovan bud’ v rezimu viditelného svétla, nebo v rezimu tzv. fluorescence. Fluorescence
je jev, pii kterém nékteré latky po ozafreni (excitaci) svétlem urcité vinové délky vyzaiuji
(emituji) svétlo jiné vlnové délky. Fluorescen¢ni rezim je spjat s velkou citlivosti pro
pozorovani bunéénych komponent a procesii probihajicich v zivych bunikéch ¢i tkanich. Velké
mnozstvi fluorescencnich sond tvoii uméle vytvorené organické latky, které se navazi na
biologické makromolekuly (napi. bilkoviny, nukleové kyseliny) nebo se navazi na strukturni
oblasti (napf.: na cytoskelet, mitochondrie, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat,
jadro). Jiné sondy slouzi k monitorovani dynamickych procest v buiikach (napt. pH, reaktivni

formy kysliku a dusiku, membranovy potencial).

JiZz od konce devatenactého stoleti se pro lepsi viditelnost preparati zacalo vyuzivat
barviv, mezi nejuzivanéj$i barviva patfila methylenovd modf, azobarviva, safranin O,
malachitova zelen, aj. Tato barviva vSak byla vyhodnéjsi pro svételnou mikroskopii, a to
predevSim diky silnému barveni preparati a vstfebavani velkého mmnoZzstvi svétla. Pro
fluorescencni a tedy i konfokalni mikroskopii vsak vhodné nebyly, protoze vétsina z nich jen
slabé fluoreskuje. Béhem tohoto obdobi se podafilo vyvinout synteticka barviva na zakladé
xantonovych a akridinovych heterocykll, které se staly zédkladem pro dnes vyuzivané
fluorescen¢ni sondy. NejvétSiho rozvoje dosdhly fluorescencni barviva po objeveni GFP
(Green Fluorescent Protein), ktery byl izolovan z meduzy Aequorea victoria. Tento druh

meduz je specificky svoji schopnosti svétélkovat (Claxton a kol., 2004-2009).
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Diky barviviim dnes muzeme detekovat aktivni metabolismus bun¢k, a tim 1 jejich
zivotaschopnost. Piikladem fluorochromu se schopnosti detekce aktivniho metabolismu je
fluorescein, resp. fluorescein diacetat (FDA). Fluorescein diacetét je do buiiky transportovan,
nasledné je hydrolyzovan intracelularnimi esterdzami za vzniku AM esteru, ktery je schopen
fluoreskovat. Samotny fluorescein se do zivé a zdravé bunky nedostane pfes plazmatickou
membranu. AM estery jsou hydrofobni slouceniny, které snadno pronikaji do zivych buné¢k,
proto jsou velice Casto vyuzivany pro vkladani riznych polarnich fluorescen¢nich sond do
bunék (Invitrogen, 2011). Fluorescencni barviva vyuzivana v soucasné dobé rozdélujeme do
nékolika skupin — tradi¢ni fluorochromy, cyaninovd barviva, fluorova barviva Alexa,
fluorescenc¢ni sondy pro prostfedi bunék, organelové sondy, kvantové tecky ¢i fluorescencni
proteiny - GFP a jeho derivaty (Claxton a kol., 2004-2009). Velmi dulezity je spravny vybér
fluorescencnich sond S optimélnimi vlastnostmi (rozpustnost, délka barveni, pH, vinové délky

excitaéniho a emisniho zafeni). Zivotnost barviv se sniZuje stafim, osvétlenim, teplotou.
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Tabulka I11: Pfehled vlastnosti fluorochrom vyuzivanych pro detekci RONS.

verr VInova délka (nm)
; Pouziti pro .
Nazev Struktura . barva citace
detekci - -
Excitace Emise
Hydroxylovy
255 radikal (OH),
dusit .
3p- PETOXYAUSAN | elena 490 515 Invitrogen, 2013
. (ONOO),
(aminofenyl)fluores i
cein chlornanovy
anion ('OCI
HPF
Hydroxylovy
3-(p- radikél (OH)
hydroxyfenyl) a zelena 490 515 Invitrogen, 2013
fluorescein peroxydusitan
(ONOO)
H2 DCF DA
2.7 Pirdoifd
dichlorodihydrofluo 0: ) 02;‘ . | zelend 498 522 Invitrogen, 2013
rescein diacetat dalsi ROS
SOSG
B Y Singletni , .
Singlet Oxygen Vzorec zatim nebyl zvefejnén Kyslik (‘) zelena 504 525 Invitrogen, 2013
Sensor Green®
NH2
DHE Superoxid oranzo
N._CHs ?O 3 ! 510 500 | Zhaoakol., 2005
Dihydroethidium 2 va
DAF-FM
Oxid dusnaty
4-amino-5- (NO) a dalsi zelena 495 515 Invitrogen, 2013
methylamino- RNS
2’,7 difluorescein
DAF-FM DA
4-amino-5- Oxidu
methylamino- dusnaty (NO) | zelena 495 515 Invitrogen, 2013
2’,7"difluorofluoresc a dalsi RNS
ein diacetat
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PouZiti pro

VInova délka (nm)

Nazev Struktura detekei barva citace
Excitace Emise
DAA NH,
NH Oxid dusnaty .
2 7
12- .O (NO) zelena 264 494 Invitrogen, 2013
diaminoantrachinon
MH,
DAF-2 DA Hah
45. O 0 Oxid dusnaty leni 495 515 Valderrama a
diaminm"lorescein 9 (NO) o kol., 2007
0
diacetat O O
o] o o)J\cH3
NH,
AFR488 S-nitrosothiol elend 495 519 Valderrama a
Alexa fluor 488 2 GHiCHoH (RONS) ’ kol., 2007
CuFL
Oxid dusnaty Albers, 2008
Kovovy fluorofor (NO) a dalsi zelena 488 516
s mé&di v molekule RONS
(CUFLs)
http://www.strem.
FL2E com/uploads/tech
Oxid dusnaty techn_notes/96-
Kovovy fluorofor (NO) a dalsi zelena 495 520 0293tech.pdf,
RONS
McQuade a
Lippard, 2010
] T Oxid dusnaty
OMe
MNIP-Cu >_§~_f'>7 (NO)a dalsi | zelend 490 492 Ouyang 2 kol.,
0 RONS 2008
1
Cu2¢

27




3.2.1.3. Fluorochromy pro detekci ROS
Fluorochromem dnes bézné pouzivanym pro detekci tvorby aktivnich forem kysliku je

2',  T'-dichlorodihydrofluorescein  diacetat (H2DCF DA) znamy také jako
dichlorofluoresceindiacetat. Samotny H2DCF DA neposkytuje fluorescenéni signal, tuto
schopnost v§ak ma jeho derivat 2', 7'-dichlorofluorescein (DCF) vznikajici §t€penim H2DCF
DA pomoci intracelularnich esterdz a oxidaci volnymi radikaly, ptfedevsim 'OH, CO37,NOja
thiolovymi radikaly (Catala a kol., 2010). Zda se, ze oxidace diacetatové formy DCF neni
piimo citliva na singletni kyslik. Singletni kyslik, ktery patfi mezi jednu z vysoce aktivnich
forem kysliku, mlze ovlivnit tvorbu DCF svymi reakcemi s bunéénymi substraty, jejichz
naslednym produktem jsou peroxidové a peroxylové radikaly. Bylo dokdzano, ze H,DCFDA
muze byt oxidovan na DCF peroxydusitanovym aniontem (ONOQ"), kienovou peroxidazou
nebo za neptitomnosti peroxidu vodiku Zeleznatymi kationty (Fez+). Navic miize samotny
DCEF slouzit jako stimulator pro oxidaci jeho diacetatové formy. Z toho plyne, ze samotny
fluorochrom (obé¢ jeho formy) je schopen tvofit volné radikaly, a diky tomu by mélo byt jeho

pouziti pii méteni tvorby téchto latek kontrolovano (Invitrogen 2010b).

Existuji dva fluorochromy s podobnymi vlastnostmi, ale vyssi stabilitou a specifitou.
Témito fluorochromy  jsou 3'-(p-aminofenyl)fluorescein (APF) a  3-(p-
hydroxyfenyl)fluorescein (HPF). Nejcastéji se pouzivaji pro detekci hydroxylového radikalu a
peroxydusitanu. Oba tyto fluorochromy maji shodné hodnoty maxima excitace (490 nm) a
emise (515 nm), mimo to jsou oba pomérné odolné vi&i oxidaci svétlem. Lisi se vSak reakci
s iontem “OCI - u APF se intenzita fluorescence po reakci s OCI vyrazné zvysuje, ne v§ak u
HPF. Proto pfi sou¢asném pouziti obou fluorochromu je umoznéna selektivni detekce anionu

chlornanu (Setsukinai, 2003).
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Tabulka 1V : Fluorescen¢ni reakce APF, HPF a H2DCF DA s riznymi ROS (pievzato z:

Invitrogen, 2013).

Reaktivni forma Kysliku . H,
Met kce t R APF | HPF
(ROS) etoda indukce tvorby ROS DCEDA
Peroxid vodiku (H,0,) 100 uM H,0, <1 2 190
Hydmxgg:',y) radikal 100 uM Cl,FeOga 1 mM H,0, 1200 | 730 | 7400
Anion chlornanu (OCI) 3uM OCI 3600 6 86
. i 100 uM 1-hydroxy-2-o0xo0-3-(3-aminopropyl)-3-
<
Oxid dusnaty (NO) methyl-1-triazenu (NOC-7) 1 6 150
Anion peroxynitritu ;
3 uM ONOO 560 120 6600
(ONOO) H
1 M 3-(1,4-dih -1 ,4-epidioxy-1- |
Kyslik (‘0,) 00 uM 3-(1,4-di ’ydro 1 epldloxy naftyl) 9 5 26
propionové kyseliny
Anion superoxidu (O;") 100 uM KO, 6 8 67
Autooxidace 2,5 h vystaveni fluorescenénimu zdroji svétla <1 <1 2000

* V pokusu bylo 10 uM APF, HPF nebo DCF (2 ', 7'-dichlorofluoresceinu) pfidano k roztoku
fosfore¢nanu sodného (0,1M; pH = 7,4), a tvorba ROS byla vyvolana vySe uvedenymi zpiisoby. Fluorescence
byla métena pii nasledujicich vinovych délkach excitace/emise pro APF a HPF 490/515 nm, nebo pro DCF
(ziskan hydrolyzou H2DCFDA) 500/520 nm.

Dihydroethidium nebo hydroethidium v cytoplazmé dava modry fluorescenéni signal
(excitacni / emisni maxima A ~ 340/420 nm), kdezto DNA fluoreskuje ¢ervené (excitacni /
emisni maxima A ~ 535/610 nm, Sigma-Aldrich, 2011). Dihydroethidium indikuje také
superoxidovy radikal, obdobn¢ jako jiny fluorochrom, kterym je MitoSOXRed (excitacni /
emisni maxima A ~ 400/590 nm). Spole¢né¢ byly vyuzity pro pfesnéjsi lokalizaci mitochondrii
a pro objeveni mista, kde se tvofi superoxid (Invitrogen, 2013Db).

V soucasné dobé ma velky vyznam rozvoj efektivnich a selektivnich fluorescen¢nich
sond pro reaktivni formy kysliku, zejména pro singletni molekularni kyslik, ktery je velmi
Spatné detekovatelny zejména kvuli vysoké reaktivité dané velmi kratkym poloc¢asem rozpadu
Vv biologickych systémech. Jednim z vyznamnych fluorochromil je Singlet Oxygen Sensor
Green® (SOSG), jenz byl aplikovan u tady biologickych systémi znamych tvorbou
singletniho kysliku (Gollmer, 2011). SOSG nevykazuje citlivou odpovéd’ na hydroxylové
radikéaly a superoxid. V pfitomnosti singletniho kysliku SOSG emituje zelenou fluorescenci

s excita¢nimi / emisnimi maximy pfi A ~ 504 nm a 525 nm (Flors, 2006).
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3.2.1.4. Fluorochromy pro detekci RNS

Fluorochromem vyuzivanym pro detekci NO a dalSich reaktivnich forem dusiku je
diaminofluorescein (DAF). Téméf vSechny obdoby DAF specificky reaguji s NO a tvofi
triazolovy derivat poskytujici fluorescenéni signal. V dnesni dob¢ se diskutuje, zda reaguji s
NO,", NO3 nebo dalSimi reaktivnimi formami kysliku, véetné ONOQO", O,  a H,0,. Ve starsi
literatuie se totiz udava, ze s témito formami nereaguji. NejcitlivéjSim analogem DAF je
DAF-FM  (4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein), ktery vykazuje stabilni
fluorescenéni signal v rozsahlém rozmezi pH. Je-li vSak hodnota pH nizsi nez 7, je intenzita
signalu triazolového derivatu rapidné snizena (Vandelle a Delledone, 2008). DAF-FM se fadi
mezi latky, které patii mezi vicindlni diaminové derivaty fluoresceinu a generuji fluorescencni
signaly. Vyuziva se pro detekci oxidu dusnatého in situ, ale pro barveni bunék se pouZziva
jeho diacetatovy derivat DAF-FM DA, ktery pronika plazmatickou membranou. V buiice je
DAF-FM DA nésledné Stépeny esterazami za vzniku intracelularniho DAF-FM, jenz je

oxidovan oxidem dusnatym na fluorescen¢ni triazolovy produkt (Invitrogen 2013a).

Dalsim fluorochromem slouzicim pro detekci NO je 1,2-diaminoantrachinon (DAA),
ktery sam fluorescen¢ni signal neposkytuje. Fluoreskuje az 1H-anthra [1,2d] [1,2,3] triazole-
6,11-dion, ktery je produktem reakce DAA s NO za ptitomnosti O,. DAA je mozné excitovat
pii vinové délce 264 nm a detekovat pii vinové délce 394 nm. DAA byl uzivan pro detekci
zmén hladiny NO u potkanti s poranénou sitnici zrakového nervu nebo pti lokalizaci tvorby

NO v hippokampu potkana (Invitrogen, 2013a).

Mezi novéjsi fluorescenéni sondy patti FNOCT (Fluorescen¢ni Nitric Oxide
Cheletropic Trap), ktery slouzi k detekci NO. FNOCTs jsou pyreny na bazi cyklického o-
quinodimethane efektivné reagujici s NO. Jako nejcitlivéjsi a nejvhodnéjsi pro biologické
syst¢tmy se ukazal FNOCT 8a. DokéaZe detekovat oxid dusnaty ve velmi malych
koncentracich a vykazuje se dlouhodobou stabilitou, dale je vysoce specificky pro NO a
nereaguje s jinymi reaktivnimi formami kysliku a dusiku. Je tedy idealnim fluorochromem

pro ptimou detekci NO (Vandana a kol., 2012).

Fluorochromti pro detekci NO je vSak mnohem vice. Mimo DAF-FM, DAN a DAA
do skupiny fluorochromti pro detekci NO patiti i NBD Methylhydrazin (N-methyl-4-
hydrazino-7-nitrobenzofurazan, excitacni / emisni maxima A ~ 468/537 nm), DAR-4M AM
(acetoxymethylester diaminorhodaminu, excita¢ni / emisni maxima ~ 560/575 nm), DAMBO-

PH (8-(3,4-diaminophenyl)-2,6-bis(2-carboxyethyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetra-methyl-4-bora-
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3a,4a-diaza-sindacene, excitaéni / emisni maxima A ~ 521/537 nm) a dalsi jina (Gomes a kol.,
2006).

3.2.1.5. Imunohistochemicka lokalizace enzymii zapojenych do metabolismu RONS

Imunohistochemie je metoda zkoumajici ve vzorku pfitomnost uréitych antigenii
pomoci specifickych protilatek. Pouzivané metody se rozdéluji na piimé, nepiimé
dvoustupnové a nepiimé trojstupfiové. Vyuzivaji se protilatky monoklonalni nebo

polyklonalni a mohou byt zna¢ené kovem, enzymem nebo fluorochromem.

Metoda pifima je ze zminénych metod nejjednodussi, ale neni pfili§ citlivd. Metodu lze
pouzit pro antigeny hojné zastoupené ve vzorku. Znacka byva navdzana piimo na primarni
protilatku. Citlivéj$i metodou je nepiima dvoustupiiova metoda, kdy se v prvnim kroku
pouzije neoznacena primarni protilatka, kterd je specificka proti prokazovanému antigenu.
Dalsim krokem je pouziti znacené¢ sekundarni protilatky, kterd je specifickd proti
imunoglobulinim zvifete, které bylo ptivodcem primarni protilatky. Nepiimé trojstupiiové
metody se vyuziva v pfipadech, kdy je mnozstvi antigenu ve vzorku pfili§ nizké. Prvni krok
pouziva specifickou priméarni protilatku proti studovanému antigenu, v druhém kroku se
pouzije protilatka specifickd proti imunoglobulinim zvitete, které bylo darcem primarni
protilatky a protilatky vyuZivané ve treti fazi. Ve treti fazi se nanese znaceny komplex

(napriklad peroxidasa-antiperoxidasovy komplex).

Pro detekci GSNO i GSNOR je vyuzivana nepfima dvoustupnova metoda. V prvnim
kroku se jako primarni protilatka vyuziva komercni polyklonalni krysi protilatka proti GSNO.
Fluorescencné znacend sekundarni protilatka je komeréni krali¢ci protilatka proti
imunoglobulintim krysy. Fluorescen¢ni znacka se pozoruje pfi excitacni/emisni vinové délce

A~ 493/518 nm.

Pro lokalizaci GSNOR slouzi jako primarni protilatka v prvnim kroku laboratorné
piipravena polyklonalni krali¢i protilatka proti GSNOR. Fluorescen¢né znacenou sekundarni
protilatkou je komer¢ni kozi protilatka proti imunoglobulinim kralika. Fluorescen¢ni znacka

se pozoruje pii excitaéni/emisni vinové délce A ~ 493/518 nm (Kubienova, 2012).
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3.2.2. EPR

Dalsi moznou metodou zkoumani RONS je Elektronova Paramagnetickd Resonance
(EPR), oznacovana také jako Elektronova Spinovd Resonance (ESP), patfici mezi moderni
spektroskopické techniky. EPR ptimo prokazuje vyskyt volnych radikald a jejich identitu.
Obecn¢ je tato metoda zaloZena na pfechodech mezi energetickymi hladinami, které vznikaji
pusobenim magnetického pole na neparovy elektron (Wertz a kol., 1972). EPR metoda je

velice vyhodna diky své citlivosti.

Princip metody spociva v tom, Ze po vlozeni radikalu (latky s neparovym elektronem)
do vnéjsiho magnetického pole dojde k orientaci magnetického momentu elektronu do dvou
povolenych orientaci, které jsou energeticky rtizné. Po ozareni vhodnou energii lze zméfit
hodnotu rozdilu mezi obéma spinovymi stavy elektronu. Zaznamem tohoto méfeni je pak
spektrum EPR. Napiiklad NO obsahuje v molekule 11 valenénich elektront, ale EPR
spektrum vznikd u volné molekuly NO pouze za situace, je-li v excitovaném stavu. Pro
stanoveni NO se vyuziva metody zachytu spinu, kdy reaguje radikal s diamagnetickou latkou
nachylnou k vytvoteni komplexu, tak vznikne radikdl majici del$i biologicky polocas a lepsi
detekovatelnost. NO vytvaii tyto komplexy naptiklad s pfechodnymi kovy, thioly nebo
s reaktivnimi formami kysliku (Kupkova a kol., 2004).

3.2.3. Biochemické metody

3.2.3.1. Spektrofotometrie
Spektrofotometrie patii mezi nepiimé metody stanoveni NO a jeho metabolitu.

Spektrofotometrické stanoveni dusitanit pomoci nitratreduktasy a Griessova cCinidla
(sulfanilamid) je principem Griessovy metody. Reakci dusitanti se sulfanilamidem vznika
diazoniova stl sulfanilamidu, kterd reakci s Griessovym ¢inidlem II. (naftylethylendiaminem)
dava produkt charakteristického zbarveni, ktery se stanovuje spektrofotometricky. Stanoveni
ma dvé faze, vprvni fazi se ve vzorku stanovuje obsah dusitanti, ve druhé fazi soucet
dusi¢nanil a dusitand. Dusi¢nany, vzniklé reakci NO a hemoglobinu, se na dusitany prevadéji
jednak diky enzymu nitrat reduktase, nebo chemicky na médi potazenych kadmiovych
kuli¢kéach. Detekce probiha pii A ~ 540 nm (Kupkova a kol., 2004).
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Na rozdil od EPR metody, je metoda oxidace hemoglobinu zaloZena na rychlé oxidaci
redukovaného hemoglobinu (Fe’*) na methemoglobin (Fe**). Mezi vyhody této detekéni
metody NO patii rychlost, snadné provedeni, vysoka citlivost a specifi¢nost pro NO. Rozdil
mezi oxyhemoglobinem a methemoglobinem se da zjistit pomoci méfeni absorbance.
Oxyhemoglobin mé absorpéni maximum pfi A ~ 415 nm a nasledn¢ dva dalsi uzsi absorpéni
pasy pii 542 nm a 577 nm, methemoglobin ma absorpéni maximum pii 406 nm. Diky
charakteristické zmén¢ absorpéniho maxima z 415 nm na 406 nm je mozné detekovat NO

(Vandelle a kol., 2008, Kupkova a kol., 2004).
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3.3 Charakteristika modelovych organismu
Jako modelové organismy pro studium RONS byly vybrany rostliny Arabidopsis

thaliana L. a tfi druhy rodu Solanum L.

3.3.1. Arabidopsis thaliana L.
Arabidopsis thaliana neboli huseni¢ek rolni (obr. 6) je nizkou bylinou z celedi

Brassicaceae (brukvovité). Tato nenapadné vyhliZejici rostlina byla poprvé popsana jiz v 16.
stoleti Johannesem Thalem. A. thaliana je jednoleta, dvoud€lozna rostlina s piizemnimi listy
vyrastajicimi v rizici a drobnymi bilymi kvéty. Vyhodnou vlastnosti této rostliny je jeji
schopnost samoopyleni (autogamie). Jeji zivotni cyklus je velmi rychly (trva asi 6-8 tydni),
produkuje veliké mnozstvi semen a snadno ji Ize mutovat a transformovat (Gandhi a kol.,
2001). K pokusim byla poprvé vyuzita v Némecku zafatkem 20. stoleti profesorem F.
Laibachem, ktery se snazil prokazat, ze huseni¢ek je vhodnym genetickym modelovym
organismem. V roce 1943 F. Laibach popsal prvni vysledky studii huseni¢ku, ve kterych se
dokazala jeho kratkd generacni doba, plodnost, snadnost kiiZzeni a moznost mutageneze
(Meyerowitz, 2001). Nasledné byla A. thaliana zafazena k modelovym organismium a jeji
vyznam ve vyzkumu je nedocenitelny i nadale. V roce 2000 se A. thaliana stala prvni

rostlinou, jejiZz genom byl kompletn€ osekventovan (5 chromozom, 25 500 genti).

Obr. 6 : Morfologie listd, kvéta a semen Arabidopsis thaliana (pfevzato z: www.tumbl.com)
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3.3.2. Solanum lycopersicum L.
Solanum lycopersicum neboli raj¢e jedlé (obr €. 7) je vytrvala bylina z ¢eledi

Solanaceae (lilkovité). Rostlina ma 1-3 metry dlouhy stonek, byva péstovana jako jednoletka.
Stonky jsou posety zlaznatymi trichomy, listy jsou lichozpefené s pilovitym okrajem. Kvéty
maji 5 korunnich platkt, plodem je bobule. Pivod ma tato bylina v Peru, do Evropy byla
rozSifena zacatkem 16. stoleti. V Evropé se péstovani této rostliny velmi rozsifilo a zacala
probihat domestikace, zejména z diivodu vytazeni linii, které produkuji zvySené mnozstvi
solaninu, toxického alkaloidu. Tak bylo postupné vyslechténo Siroké spektrum odrud rajcat
(Allen, 2008). Rod Solanum dnes zahrnuje zhruba 1500-2000 druhti. Dosud bylo popsano
velké mnozstvi chorob rajcat, velky dopad ma naptiklad padli rajéatové, zpiisobené Oidium
neolycopersici (obr ¢. 8). Padli rajéatové je jednim z nejzhoubngjsich chorob rajéat
pestovanych zejména ve sklenicich. Zjistilo se, ze nékteré plané druhy rajCete jsou v jisté mite
odolné vuci této chorobé (napf. S. habrochaites, S. chilense, S. parviflorum, S. peruvianum a
S. pennellii) (Mieslerova a kol., 2004). Jednim z planych druhi s vysokou mirou rezistence
vuci padli je Solanum habrochaites Knapp a Spooner syn. Lycopersicon hirsutum Dunal.
Molekularné-biologické analyzy dokézaly, ze tato rostlina je moznym zdrojem genti pro

Slechténi rajcete jedlého (Mieslerova a kol., 2004; Mli¢kova a kol., 2004).
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Obr. 7: Morfologie listd, kvétd, ploda a semen rostliny Solanum lycopersicum L. (pfevzato

www.rajcatko.webnode.cz)

© 2007 Michaela Sedlifova &7 N B o cackiioia, 2000

Obr. 8 : Makroskopické ptiznaky padli na listech raj¢at, mycelium a konidiofory Oidium neolycopersici

(pfevzato z: http://old.botany.upol.cz/atlasy/system/uvod.php)
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4. EXPERIMENTALNI{ CAST
4.1. Material a metody
4.1.1. Rostlinny material

4.1.1.1. Arabidopsis thaliana L.
Experiment se provadé¢l na rostlinach Arabidopsis thaliana L. ekotyp Columbia a na

mutantech Dnal, jenz se vyznacuji tim, Ze postradaji molekuldrni chaperony Dnal proteiny
Dnal8, DnaJ1l a DnaJ20. U Arabidopsis thaliana jsou Dnal proteiny lokalizované zejména
v chloroplastech. Dnal] proteiny se u¢astni mnoha metabolickych procest, napiiklad se
podileji na optimalizaci riznych fotosyntetickych procesti. Mutantni rostliny nevykazuji
vyznamné¢ odlisné fenotypy jako kontrola (ekotyp Columbia). Bylo dokazano, Ze nedostatek
jednoho z téchto proteinti spousti globalni stresové reakce a poskytuje rostlinam vétsi
toleranci k oxida¢nimu stresu vyvolanému vysokym ozaifenim (Chen a kol., 2010). Rostliny
byly péstovany v kvétinaceich naplnénych zeminou po 7-8 tydnd, byly vystavény 16 hod
svétlu a 8 hod byly ponechany ve tmé, teplota ve dne dosahovala 25 °C, v noci 20 °C. Starsi

listy byly pouzity pro experimenty.

4.1.1.2. Solanum lycopersicum L.
Experiment se provadél na rostlinach rodu Solanum L., konkrétné na tiech genotypech

lisSicich se mirou rezistence vuci padli. S. lycopersicum cv. Amateur je citlivy k padli, S.
habrochaites f. glabratum prokazuje vysokou rezistenci a S. chmielewskii je stfedné
rezistentni (Mieslerova a Lebeda, 2004). Semena byla zprvu vyseta na navlhéeny perlit
(Agroperlite, Novy Ji¢in, Ceska republika) a pozd&ji byly semenacky piesazeny do
plastovych kvétinact (7 cm v priméru) se smesi zahradni ptidy a raseliny v poméru 2:1 (v/v).
Rostliny byly péstovany v riistové komote 12 hodin svétlo/12 hodin tma s intenzitou osvétleni
100 pmol fotont m?s? pti teplotaich 20/18°C. Na experiment se vyuzivaly listy rostlin
piiblizné 10 tydna starych.
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4.1.2. Aplikace stresu

4.1.2.1. Aplikace stresu u Arabidopsis thaliana
Rostliny Arabidopsis thaliana byly vystaveny intenzivnimu osvétleni. Listy byly

ozafovany 1000 pmol fotoni m™s™ po dobu 6-7 hodin.

4.1.2.2. Aplikace stresu u Solanum lycopersicum
Rostliny Solanum lycopersicum byly nao¢kovany konidiemi padli rajéatového Oidium

neolycopersici rasa CS2 (ze sbirky UPOC udrzované na Katedie botaniky PiF UP v

Olomouci) formou otisku z listu se sporulujicim myceliem tohoto patogenu.

4.1.3. Lokalizace RONS
Lokalizace RONS byla studovéna v listech rostlin huseni¢ku a rajéete. Cepel listu

mimo hlavni zilky byla rozifezana na malé kousky (2x2 mm), které byly barveny roztoky
fluorochromii na podloznim skle pfi pokojové teploté ve tmé¢. Po ub&hnuti ¢asového limitu
inkubace byly vzorky promyty fosfatovym pufrem (pH 7.2) a piekryty krycim sklem.
Nasledné byly preparaty pozorovany konfokalnim laserovym rastrovacim mikroskopem. Pro
detekci jednotlivych RONS byly pouzivany rizné fluorochromy a cCasy barveni, coz

znazornuje tabulka V .

Tabulka V : Pouzité fluorochromy a ¢asy barveni pro lokalizaci RONS.

Nazev fluorochromu Doba Koncentrace Zdroj
barveni (uM)
DAF-FM DA
d-amino-5-methylamino- | 25 minut o | P enzotfescionces comieadmin
27,7 difluorofluorescein P - P
diacetat
H2DCF DA
_ 2 ,7- _ 15 minut 10 (http://www.enzolifesciences.com/fileadmin
dichlorodihydrofluorescei /reports/els_452e8a317d.pdf)
n diacetat
SOSG
. (http://probes.invitrogen.com/media/pis/mp
Singlet Oxygen Sensor 30 minut S0 36002.pdf)
Green®
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Lokalizace molekul RONS byla zobrazena konfokalnim laserovym rastrovacim
mikroskopem Olympus FluoView 1000 (konfokalni jednotka kombinovana s invertovanym
mikroskopem IX 81). Pro pozorovani preparati byl pouzit Normanského kontrast (DIC) a
fluorescence (buzeni 100W Hg vybojkou). K detekci signalu vyse zminénych fluorochromu
byla pouzita vinova délka 488nm excita¢niho argonového laseru (457nm, 488 nm, 515 nm)
s celkovym vykonem 30 mW a také laser diodovy (blizky UV 405 nm) s celkovym vykonem
20 mW. Detekce signalu probihala v rozmezi vinovych délek emise 505-525nm. Pro nasledné
zobrazovani a snimani preparati byl uzit pocitacovy software FV10-ASW Viever (Olympus,
Japonsko). K upravam fotografii, detailn&jSimu zobrazeni lokalizace signalu a rekonstrukci
»2.5D“ modelt ze série optickych fezii preparatem byl vyuzit pocitacovy software LCS

Imaris 7.3. (Bitplane, Svycarsko).
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
5.1. Lokalizace RONS u Arabidopsis thaliana po vystaveni intenzivnimu svétlu

Pro lokalizaci RONS byly listy Arabidopsis thalina barveny po 7 hodinach osvétleni
fluorescenénimi barvivy SOSG, H2DCF DA, DAF-FM DA a nasledné¢ zobrazovany
konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. Experimenty byly provedeny za stejnych
podminek (od péstovani rostlin, pies aplikaci stresu, po barveni RONS a zobrazeni pomoci

CLSM) ve ctytech opakovanich, uvedend data reprezentuji jeden experiment.

5.1.1. Detekce singletniho kysliku
Pro detekci singletniho kysliku byla vyuzita jako kontrola rostlina Arabidopsis

thaliana ekotyp Columbia (WT) a dale DnalJ mutantni rostliny j8, j11, j20. Byly barveny
fluorochromem SOSG a nasledné porovnavany listy rostlin vystavenych intenzivnimu svétlu
(1000 pmol fotonit m?s™ po dobu 7 hodin) s listy rostlin, které byly ponechany ve tmé.
U rostlin, které nebyly osvétleny, byl signal pfitomen v mezibunéénych prostorach, u kontroly
byl jen velmi slaby signal v chloroplastech. U rostlin, které byly vystaveny stresu, byl signal
vétsinou v mezibunéénych prostorach. V tabulce VI je lokalizovany signal u jednotlivych

rostlin.

Tabulka VI.: Lokalizace signalu singletniho kysliku u kontrolnich a mutantnich rostlin

husenicku.
Rostlina Lokalizace signalu
tma mezibunétné prostory
WT
7 h svétlo | mezibunécné prostory
tma mezibunétné prostory a builky
Dnald j8
7 h svétlo | v n¢kterych buiikach, mezibunééné prostory - prevazuje
tma nékteré buinky, mezibunécné prostory
DnaJ j11
7 h svétlo | chloroplasty, mezibunécné prostory
tma v cytosolu bunky
DnaJ j20
7 h svétlo | mezibunééné prostory
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Obr. 9: Lokalizace singletniho kysliku u Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (WT) ve tm¢ (A,B) a po 7h
ozafeni (C,D) fotoinhibi¢nim svétlem (1000 pmol fotond m?s™). Obrazky A,C jsou snimky z viditelného kanlu

konfokalniho mikroskopu, snimky B,D zachycuji fluorescenéni signal Singlet Oxygen Sensor Green® (SOSG).

Obr. 10: Lokalizace singletniho kysliku u A. thaliana DnaJ j20 ve tmé (A,B) a po 7h osvétleni (C,D) Obrazky
A,C - viditelny kanal CLSM, snimky B,D fluorescen¢ni signal SOSG.
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Pritomnost singletniho kysliku byla dosud studovéna zejména u sinic a fas. Sinha a
kol. (2011) provadél experimenty u sinic Synechocystis sp, po intenzivnim osvétleni doslo
k poskozeni a generovani singletniho kysliku u malych proteint ve fotosystému II. Singletni
kyslik aktivuje jednoelektronova redukce vedouci k tvorbé superoxidového anion-radikalu,
ktery spousti sled reakci, jejichz vysledkem je vznik peroxidu vodiku a hydroxylového
radikalu. Vznikly singletni kyslik a hydroxylovy radikal mohou reagovat s aminokyselinami a
mastnymi kyselinami, coz vede k peroxidaci lipidi a oxida¢nimu poskozeni proteind.
Zvysena produkce singletniho kysliku je detekovana fluorescenéni sondou SOSG a
vyhodnocena konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii a elektronovou paramagnetickou
rezonanci (Sinha a kol., 2011). Ze je singletni kyslik produkovan ve fotosyntetickych
organismech vystavenych intenzivnimu osvétleni zjistil i Fischer a kol. (2007), ktery ve svych
experimentech objasnil roli singletniho kysliku jako stimuldtoru jaderného kdédovaného genu
GPXH za aktivace signalniho mechanismu mimo membranu tylakoidi u Chlamydomonas
reinhardtii. Bylo prokazano, ze singletni kyslik souvisi s aktivaci genové exprese i u
Arabidopsis thaliana (Fischer a kol., 2007). V posledni dobé byly provedeny experimenty,
které ukazuji, Ze zvySenou fluorescenci SOSG muze ovliviiovat i tvorba singletniho kysliku
pii osvétleni samotné sondy bilym svétlem, takZe je nezbytné nutné pouziti kontrolnich
méfeni (Hakala-Yatkin a kol., 2011). Funkce DnalJ proteinti u Arabidopsis thaliana se zdaji
byt casteCné redundantni, ale je zfejmé, Ze pro kazdou bilkovinu (AtJ§, AtJ11 i AtJ20)
existuji 1 specifické funkce. Vyfazeni AtJ8 proteinu mélo niZ§i vliv na fotosyntetické
parametry neZ vytazeni proteinu AtJ11 nebo AtJ20. Nicméné se tyto proteiny podileji na

optimalizaci fixace CO, na stabilizaci komplexi fotosystému II (Chen a kol., 2010).
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5.1.2. Detekce peroxidu vodiku a jinych ROS

Pro detekci peroxidu vodiku (H20,) a jinych reaktivnich forem kysliku byla vyuzita

jako kontrola rostlina Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (WT) a dale DnalJ mutantni
rostliny 8, j11, j20. Byly barveny fluorochromem H2DCF DA a nasledné porovnavany listy
rostlin vystavenych intenzivnimu svétlu (1000 pmol fotont m™?s™ po dobu 7 hodin) s listy

rostlin, které byly ponechany ve tmé. U kontroly (obr. ¢. 11) byl signal lokalizovan

Vv chloroplastech, po ozéafeni byl signal intenzivnéj$i a objevoval se i v mezibunéénych

prostorech. U mutantni rostliny DnaJ j20 (obr. ¢. 12) byl signal u neosvétlené rostliny

lokalizovan v cytosolu, po ozafeni se signal objevoval zejména v chloroplastech. Lokalizaci

fluorescenc¢niho signalu u vSech pouzitych rostlin zobrazuje tabulka VI1I.

Tabulka VI1I: Lokalizace signalu peroxidu vodiku a jinych ROS u kontrolnich a mutantnich

rostlin husenic¢ku.

Rostlina Lokalizace signalu

tma bez signalu
WT

7 h svétlo chloroplasty

tma chloroplasty —slaby signal
DnaJ j8

7 h svétlo chloroplasty

tma chloroplasty — slaby signal
DnaJ j11

7 h svétlo chloroplasty

tma Vv cytosolu bunky
DnaJ j20

7 h svétlo chloroplasty
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Obr. 11: Lokalizace peroxidu vodiku a ROS u A. thaliana ekotyp Columbia (WT) ve tmé (A,B) a po 7h ozafeni
(C,D) fotoinhibiénim svétlem (1000 pmol fotonti m™?s™). Obrazky A,C jsou snimky z viditelného kanalu
konfokalniho mikroskopu, snimky B,D zachycuji fluorescenéni signal po barveni fluorochromem 27 , 7°-
dichlorodihydrofluorescein diacetat (H2DCF DA).

Obr. 12: Lokalizace peroxidu vodiku a ROS na Arabidopsis thaliana DnaJ j20 ve tmé (A,B) a po 7h osvétleni
(C,D). Snimky A,C - viditelny kanal CLSM, snimky B,D fluorescen¢ni signal po barveni H2DCF DA.
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Role a funkce peroxidu vodiku v rostlinné fyziologii byla popsana jiz v mnoha
odbornych ¢lancich v souvislosti s biotickymi ¢i abiotickymi stresory. Bylo prokdzano, ze se
pfi stresu rostlin zvySuje produkce peroxidu vodiku a dalSich ROS, v zavislosti na typu, délce
pusobeni a intenzité faktoru. Napf. pfi stresu intenzivnim svétlem vznika nadprodukce H,0,
hlavn¢ v chloroplastech. Yokawa a kol. (2011) testoval vliv osvétleni na kofenech rostliny
Arabidopsis thaliana. Kofeny rostliny byly péstovany ve svétle v prihlednych Petriho
miskach. Nasledn¢ byla provedena analyza pomoci fluorescencni sondy 2° , 7'-
dichlorodihydrofluoresceinu diacetatu (H2DCF DA) a konfokalni mikroskopie. Bylo
prokazano, ze jen kratkodobé osvétleni staci k okamzité a vysoké produkei reaktivnich forem
kysliku (Yokawa a kol., 2011).

Bi a kol. (2009) se ve své studii zabyval jinym abiotickym stresem. Zkoumal, jaky vliv
maji uc¢inky Cd na morfologii a funkci chloroplastii a mitochondrii, a na produkci a lokalizaci
ROS u rostlin Arabidopsis thaliana. Kadmium (Cd) je vysoce toxicky tézky kov, ktery
zpusobuje zmény v metabolismu rostlin prostfednictvim inhibice fotosyntézy a dychani.
Studie ukazala, Ze se po oSetfeni Cd zménila morfologie chloroplasti a tim klesla i
fotochemicka ucinnost, navic nastala vysoka produkce ROS. ROS byly detekovany pomoci
fluorochromu 2" , 7’-dichlorodihydrofluoresceinu diacetatu (H2DCF DA) a laserové
skenovaci konfokalni mikroskopie. ROS se objevily nejprve v mitochondriich a nasledné i v
chloroplastech. Po ptidani kyseliny askorbové nebo katalasy produkce ROS Klesla, coz vedlo
K zabranéni inhibice fotosyntézy, zméné organel a naslednému odumieni protoplastu.
Vysledky studie naznacuji, ze distribuce a mobilita mitochondrii, morfologie chloroplasti a
hromadéni ROS hraji dilezitou roli napt. v kadmiem indukované bunétné smrti (Bi a kol.,
2009). Reaktivni formy kysliku dale vznikaji jako reakce rostliny na plisobeni patogenu. Egan
a kol. (2008) studoval ROS v pletivech listd ryze Oryza sativa po inokulaci Magnaporthe
grisea. Listy byly barveny 10 uM H2DCF DA, nejvyssi signal byl lokalizovany v cytoplazmé
konidii a v buné&tné sténé. ROS byly lokalizovany mezi 4 a 8 hodinou po inokulaci
v kli¢icich vlaknech (Egan a kol., 2008). Dalsi ze studovanych rostlin byla Lactuca spp.
infikovana Bremia lactucae. Peroxid vodiku byl v infikovanych bunkach detekovan pomoci
DAB 96 hodin po inokulaci. V napadenych listech byla pfitomnost peroxidu vodiku patrna
podél xylémovych cév. V rostlinnych pletivech byl peroxid vodiku pfitomen v epidermalnich
bunikach v misté penetrace, v okoli mista infekce a v mezofylu bunék. U L. sativa byla
intenzita H,O, nizka, u L. saligna byla patrna odezva H,O, 6 - 12 hodin po inokulaci,
nejintenzivngj$i odezva vsak byla pozorovana 30 — 36 hodin po inokulaci, 48 hodin po

inokulaci doslo k mirné odezvé signalu (Sedlatrova a kol., 2007).
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5.1.3. Detekce oxidu dusnatého

Pro detekci oxidu dusnatého (NO) byla vyuzita jako kontrola rostlina Arabidopsis
thaliana ekotyp Columbia (WT) a dale DnaJ mutantni rostliny j8, j11, j20. Pletiva listt byla
barvena fluorochromem DAF-FM DA a nasledn¢ porovnavany listy rostlin vystavenych
intenzivnimu svétlu (1000 pmol fotont m™?s™ po dobu 7 hodin) s listy rostlin, které byly
ponechany ve tmé. Slaby signal se objevil jak u kontroly (obr. ¢. 13), tak u DnaJ j20 (obr. ¢.
14) u rostlin vystavenych osvétleni v chloroplastech, u mutantni rostliny Dnal j20
Vv chloroplastech spolecné s mezibunéénymi prostorami. Lokalizaci fluorescenc¢niho signalu u

vSech pouzitych rostlin zobrazuje tabulka VIII.

Tabulka VI : Lokalizace oxidu dusnatého u kontrolnich a mutantnich rostlin husenic¢ku.

Genot
A thal)i/zna Lokalizace signalu
tma bez signalu
WT
7 h svétlo chloroplasty — velmi slaby signal
tma chloroplasty
DnaJ j8
7 h svétlo bez signalu
tma bez signalu
DnaJ j11 .
7 h svétlo chloroplasty
tma bez signalu
DnaJ j20 .
J 7 h svétlo chloroplasty, chloroplasty a mezibunétné prostory
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Obr. 13: Lokalizace oxidu dusnatého u A. thaliana ekotyp Columbia (WT) ve tmé (A,B) a po 7h ozafeni (C,D)
fotoinhibi¢nim svétlem (1000 pmol fotonit m™?s™). Obrazky A,C jsou snimky z viditelného kanalu konfokalniho

mikroskopu, snimky B,D zachycuji fluorescenéni signal po barveni fluorochromem 4-amino-5-methylamino-
2’,7"difluorofluorescein diacetatem (DAF-FM DA).

Obr. 14: Lokalizace NO u A. thaliana DnaJ j20 ve tmé (A,B) a po 7h osvétleni (C,D). Snimky A,C - viditelny
kanal CLSM, snimky B,D fluorescencni signal po barveni DAF-FM DA.
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Oxid dusnaty (NO) je klicovou signalni molekulou v raznych fyziologickych
procesech zvifat a rostlin. Metabolismus endogenniho NO a dalsich reaktivnich forem dusiku
(RNS) v rostlinach pii abiotickém stresu je zatim prozkouman jen malo. Byly pouzity rostliny
hrachu a vystavily se riznym abiotickym stresovym podminkam (vysoka intenzita svétla,
nizké a vysoké teploty, nepfretrzité ptisobené svétla, mechanické zranovani). Lokalizace NO a
RNS byla provedena pomoci konfokélni laserové skenovaci mikroskopie. Listy hrachu byly
nabarveny 10uM fluorescen¢ni sondou 4-aminomethyl-2",7 -difluorofluorescein
diacetate (DAF-FM DA). Fluorescen¢ni signal odpovidajici NO byl lokalizovan hlavné
Vv cévni tkani a epidermalnich bunikach. NO byl déle pozorovany u rostlin hrachu, které byly
vystaveny riznym abiotickym stresoram. ZvySeny signal NO se vyskytoval u rostliny
vystavené nizké teploté, signal byl pfitomen témét ve vSech typech bunék (epidermis, hlavni
Zily, palisadovy mezofyl, houbovy mezofyl). Zna¢ny nartst signalu byl i u mechanicky
poskozenych rostlin (cévni tkan). Naopak pfi stresu z vysokych teplot, nepfetrzitého
osvétleni, ponechani v temnot€ byl signdl NO snizen. Pfi stresu z vysoké intenzity svétla byl

signal srovnatelny s kontrolou (Corpas, 2008).

5.2. Lokalizace RNS u Solanum spp. po inokulaci padlim rajéatovym

Pro lokalizaci RNS byly listy rajcat barveny fluorescen¢ni sondou DAF-FM DA a
nasledné zobrazovany konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii.

Pro detekci oxidu dusnatého (NO) a dalSich reaktivnich forem dusiku byl pouzit S.
lycopersicum cv. Amateur, S. chmielewskii a S. habrochaites f. glabratum (dfive pouZzivany
nazev S. hirsutum). Byly barveny po dobu 30 minut fluorochromem DAF-FM DA a nasledné
porovnavany listy rostlin napadenych padlim raj¢atovym s listy zdravych rostlin.

Nejintenzivngj$i fluorescencni signal, odpovidajici tvorbé¢ NO, byl detekovan u
genotypu rajcete S. lycopersicum cv. Amateur, ktery je citlivy k infekci Oidium
neolycopersici. Signal se nachazel v oblasti floému, xylému, palisidového a houbového
mezofylu. U ostatnich druhti S. habrochaites f. glabratum a S. chmielewskii byl signal u

infikovanych rajéat intenzivnéjsi ve srovnani s kontrolou, signal NO nachazel v mezofylu.
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Obr. 15: Lokalizace fluorescenc¢niho signalu detekujiciho oxid dusnaty v cévnich svazcich
rajete (snimky A,C). Fotografie A a B znazorfiuji fez listem kontrolni rostliny S.
lycopersicum cv. Amateur (bez infikace padlim). Fotografie C a D znazornuji rostlinu S.
lycopersicum cv. Amateur infikovanou padlim rajéatovym Oidium neolycopersici. Snimky B,

D ukazuji 3D rozlozeni intenzity fluorescenéniho signalu v pfislusné fotografii (A,C).
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Obr. 16: Lokalizace fluorescenc¢niho signalu detekujiciho oxid dusnaty v cévnich svazcich
rajete (snimky A,C). Fotografie A a B znazorfuji fez listem kontrolni rostliny S.
habrochaites f. glabratum (bez infikace padlim). Fotografie C a D znazoriuji rostlinu S.
habrochaites f. glabratum infikovanou padlim rajéatovym Oidium neolycopersici. Snimky

B,D ukazuji 3D rozlozeni intenzity fluorescenéniho signalu v pislusné fotografii (A,C).
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Obr. 17: Lokalizace fluorescenéniho signalu detekujiciho oxid dusnaty v cévnich svazcich
rajcete (snimky A,C). Fotografie A a B znazormiuji fez listem Kkontrolni rostliny S.
chmielewskii (bez infikace padlim). Fotografie C a D znazoriuji rostlinu S. chmielewskii
infikovanou padlim raj¢atovym Oidium neolycopersici. Snimky B, D ukazuji 3D rozlozeni

intenzity fluorescen¢niho signalu v ptislusné fotografii (A,C).

51



Piterkova a kol. (2009) barvila spory padli Oidium neolycopersici u Solanum
esculentum cv. Amateur a S. chmielewskii. Pro barveni se pouzival fluorochrom DAF-FM
DA, barveni bylo provadéno v ¢asovém intervalu 8 — 216 hodin po inokulaci. Po 8 hodinové
inokulaci nebyl detekovan zadny signal. U spor, které byly barveny 20uM DAF-FM DA byl
zaznamenan fluorescen¢ni signdl v konidiich, kli¢icich vldknech a apresoriich. Po 168 a 216
hodinnach se provadélo barveni 10uM DAF-FM DA, lokalizace NO signalu se od
predchoziho nelisila. U Solanum esculentum cv. Amateur byl NO lokalizovan ve $pi¢kach hyf
a Vv haustoriich, v ptipad¢ S. chmielewskii byl signal NO lokalizovan v epidermalnich
bunkach, které byly v blizkosti infikovaného mista (Piterkova a kol., 2009).

V nasledujici praci (Piterkova a kol., 2011) byly pouzity tfi genotypy rajcete s riznou
rezistenci vuci padli, S. lycopersicum (citlivé), S. chmielewskii (stfedné rezistentni) a S.
habrochaites f. glabratum (vysoce odolny genotyp). Barveni listovych diskti bylo provadéno
24, 48 a 72 hodin po inokulaci Oidium neolycopersici 10 uM DAF-FM DA (4-amino-5-(N-
methylamino)-2°,7 -difluorofluorescein diacetat) po dobu 30 minut. Pfipravené nabarvené
preparaty byly pozorovany konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii. NO signal byl
zjistén v konidiich Oidium neolycopersici, klicnich vlaknech a apresoriich na listovych
discich vsech genotypt Solanum ssp. pii 24 a 48 hodinach po inokulaci. Pfitomnost NO byla
patrna 72 hodin po inokulaci u S. chmielewskii a S. habrochaites f. glabratum (Piterkova a
kol., 2011).

NO byl detekovan i v dalSich rostlinach napadenych patogeny, napft. Vv pletivech
Lactuca spp. inokulovanych plisni salatovou Bremia lactucae. Pti pokusu byl pouzivan 20
uM fluorochrom DAF-FM DA a konfokélni laserova skenovaci mikroskopie. Signal byl
patrny u vSech pozorovanych genotypu liSicich se v rozvoji patogenu. Nejvyrazn&jsi
fluorescencni signal byl zaznamenan 24 hodin po inokulaci v kli¢nich vlaknech a apresoriich
(Sedlatova a kol., 2011).
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6. ZAVER

Konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii byly v rostlinach vystavenych stresovym
faktorim lokalizovany molekuly RONS a porovnana intenzita jejich tvorby, konkrétné u
rostlin Arabidopsis thaliana L. (ckotyp Columbia a mutantni rostliny Dnal)
vystavenych intenzivnimu osvétleni (1000 pmol fotond m™s* po dobu 6-7 hodin) a u
Solanum spp. (genotypy lisici se mirou rezistence viéi padli) po inokulaci Oidium
neolycopersici. Listy téchto rostlin byly barveny fluorochromy pro detekci singletniho

kysliku, reaktivnich forem dusiku a reaktivnich forem kysliku.

U mutantd DnaJ A. thaliana byly ziskany vysledky o rozsahu oxida¢niho stresu
Vv listech po osvétleni fotoinhibi¢nim svétlem. Singletni kyslik byl detekovan v listech A.
thaliana pomoci fluorochromu SOSG. U kontrolnich rostlin byl fluorescen¢ni signal ukazujici
vyskyt singletniho kysliku detekovan v mezibunéénych prostorach jak u rostliny vystavené
osvétleni, tak u kontroly ve tmé. U mutantnich rostlin Dnal byl lokalizovany signal
Vv mezibunéénych prostordch a nékterych builkach u rostlin vyskytujicich se ve tmé, u
osvétlenych rostlin byl signdl lokalizovan hlavné v mezibunéénych prostordch. Peroxid
vodiku byl detekovan pomoci fluorochromu H2DCF DA. U vsSech rostlin, jenz byly
ponechany ve tmé, se fluorescencni signdl nachazel v chloroplastech, jedinou vyjimkou byla
mutantni rostlina DnalJ j20 u niz byl signal v cytosolu bunék. Po osvétleni byl signal
lokalizovan u vSech rostlin v chloroplastech a jevil se intenzivnéj$i nez signal v rostlinach
ponechanych ve tmég. Oxid dusnaty a dalsi reaktivni formy dusiky byly lokalizovany pomoci
fluorochromu DAF-FM DA. U vsech rostlin se za tmy nevyskytoval signal zadny, u rostlin
vystavenych ozafeni se fluorescencni signal objevil v chloroplastech, u mutantni rostliny

DnaJ j20 navic v mezibunénych prostorach.

U patosystému Solanum spp.-Oidium neolycopersici byly ovéfeny a rozsifeny
poznatky o lokalizaci oxid dusnatého a dalSich reaktivnich forem dusiku. Nejintenzivné;si
signal byl zaznamenan u citlivého genotypu rajéete S. lycopersicum cv. Amateur po inokulaci
Oidium neolycopersici. Signal se nachazel v oblasti floému, xylému, palisadového a
houbového mezofylu. U ostatnich druhit S. habrochaites f. glabratum a S. chmielewskii byl
také signal u infikovanych rajcat intenzivngjsi ve srovndni s kontrolou, signal NO nachazel

v mezofylu.

V navazujicich experimentech by bylo vhodné podrobnégji studovat mechanismy

tvorby a metabolismu jednotlivych RONS a jejich interakce s dalSimi molekulami pfi stresu.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APOX
cADPR
cGMP
CAT
DAF-FM DA
GFP

GSNO
GSNOR
FDA
H2DCF DA
MAPK
NiNOR
NOS

RONS

ROS

RNS

SOD

SOSG

askorbat peroxidasa
cyklicka adenosindifosfat ribosa
cyklicky guanosinmonofosfat

katalasa

4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetat

green fluorescent protein
S-nitrosoglutathion

glutathion reduktasa

fluorescein diacetat

2', T'-dihydrodichlorofluorescein diacetat
mitogenem aktivované protein Kinasy
nitrit:NO reduktasa

NO-syntasa

spole¢né oznaceni pro reaktivni formy kysliku a dusiku
reaktivni formy kysliku

reaktivni formy dusiku

superoxid dismutasa

Singlet oxygen sensor green®
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