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kysliku a dusiku podileji na kli¢eni rostlin 1 hub. Zda ale né&jak vyrazné ovliviiuji dynamiku
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a morfologii hyf vybranych smrzovitych hub, Morchella conica a Ptychoverpa bohemica,
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byl zaznamenan pozitivni vliv na rast hyf i v pfipadé jeho nedostatku. ZvySend koncentrace
peroxidu vodiku i oxidu dusnatého také pozitivné ovlivnila tvorbu mikrosklerocii Morchella
conica Vv del$im ¢asovém horizontu. Aktivni formy kysliku a dusiku byly pomoci histochemické
detekce lokalizovany konfokalni mikroskopii v cytoplazmé kli¢icich spor a hyfach obou druhi.
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1 CILE PRACE

Cilem moji bakalaiské prace bylo zpracovat literarni resersi o reaktivnich formach kysliku
a dusiku (RNOS) a v experimentalni ¢asti studovat tyto molekuly v kli¢icich sporach hub z celedi
Morchellaceae; tj. porovnat vliv exogennich modulatord hladiny RNOS na dynamiku kli¢eni
spor a morfologické vlastnosti hyf a porovnat intenzitu produkce RNOS v modelovych houbach

z ¢eledi Morchellaceae s vyuzitim konfokalni laserové rastrovaci mikroskopie.



2 UvoD

Posledni desetileti jsou ve znameni velkého pokroku jak V technickych tak
i v pfirodovédnych disciplinach. Nejinak je tomu i Vv oblasti zobrazovacich metod, které jsou
intenzivné vyuzivany v mediciné, pfirodnich védach obecné i v technickych disciplinach. Jednou
z nejmladsich metod optické mikroskopie je mikroskopie konfokalni, ktera vychazi z poznatki

fluorescen¢ni mikroskopie a jako zdroj svétla vyuziva nejcastéji laserovy paprsek.

Aktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS), které jsou souhrnné oznacovany jako
RNOS nebo RONS, jsou v {i8i Zivo€ichil a rostlin zndmé fadu let, at’ uZ jako vyznamné signalni
molekuly v ontogenezi nebo stresovych reakcich. Nejdiive studovana a nejlépe znama je role
ROS a NO ve fyziologii a patofyziologii zivocichl, nasledovaly analogické experimenty
tato problematika zkoumana az poslednich 10 - 15 let. aktivni formy kysliku vznikaji napf. pti
fotosyntéze v chloroplastech nebo pfi dychani v mitochondriich diky elektron transportnim
fetézcim. Aktivni formy dusiku, a pfedev§im oxid dusnaty, jsou také b&znou soucasti Zivota. NO
je vyznamnou signalni molekulou, ktera se u Zivocichti podili na vazodilataci, neurotransmisi
nebo imunitni odpovédi, u rostlin ovlivituje senescenci nebo kliceni. RNOS jsou znamé také jako
molekuly Gizce spojené s reakci organismu na stresové podnéty, kdy maji signalni tillohu a podile;ji
se u rostlin na strukturnich i biochemickych obrannych mechanismech. Ve zvySené koncentraci
se ale stavaji toxické, zpusobuji oxidacni poskozeni buiky (napt. peroxidace lipidit) a mohou
se podilet i na jeji programované smrti. U Zivocichil a rostlin mame tedy jiz zakladni predstavu
0 metabolismu a lokalizaci RNOS, ale u hub informaci pfili§ neni. Studie produkce RNOS
se houbami zabyvaly pfedevSim v souvislosti patogeneze mikromycet na rostlinach, nicméné vliv
RNOS na vyvoj vlaknitych hub objasnén nebyl. Mozna i to byl jeden z divodd, pro¢ mé zaujalo
pro moji bakalarskou praci téma aplikace mikroskopickych metod (pfedevSim konfokalni
mikroskopie) pfi studiu Glohy a lokalizace RNOS v ranych fazich ristu smrzovitych hub. Snad
pomuzu alespoil jednu malou trhlinu ve znalostech tykajicich se zapojeni RNOS do vyvoje hub

vyplnit.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1  Principy svételné a konfokalni mikroskopie

3.1.1 Svételna mikroskopie

Prvni pfistroj oznaCovany jako mikroskop byl sice sestaven jiz v letech 1590 - 1609
Hansem a Zachariasem Janssenovymi v Holandsku (Kubinova, 2004), ale hlavni prilom v oblasti
svételné mikroskopie je prisuzovan spiSe Anthonymu van Leeuwehoekovi, ktery zil na pielomu
17. a 18. stoleti. Jim vyrobené¢ mikroskopy obsahovaly ¢ocky brousené do vynikajici kvality
abyly schopny zvétsovat az 270x. Colky, jako objektivy a okulary, zstaly hlavni souésti
mikroskopu dodnes. Kromé téchto optickych ¢asti ma mikroskop jesté¢ cast mechanickou,
tvofenou podstavcem, stojanem a stolkem s kiizovym posunem, a Cast osvétlovaci, kterou

ptedstavuji zdroj svétla, kondenzor a clona (Hampl, 2010).

Objektiv je Socka (C), resp. soustava ¢oéek s velmi kratkou ohniskovou vzdalenosti.
Svételné paprsky vychdzejici z urcitého bodu predmétu (P) se $ifi riznymi sméry, dopadaji
na co¢ku z rtznych hli, prochéazeji ji a nakonec se sbihaji v obrazové rovin€ CoCky opét
do jednoho bodu. Vysledkem je ostry obraz (O) pfedmétu (obrazek 1A). Vzhled obrazu zalezi
na vzdalenosti pfedmétu od cocky. V piipadé, ze je pozorovany piedmét umistén
mezi dvojnasobkem ohniskové vzdalenosti a ohniskem (F) objektivu mikroskopu, je vznikly
obraz prevraceny, skuteCny a zvétSeny a vV mikroskopu je promitan mezi ohnisko okularu
a okular. Okular mikroskopu je tvofen rovnéz ¢ockou, nicméné ta plni "pouze" funkci zvétSovaci,

podobné jako obycejné lupa.
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Obr. 1: A) Zobrazeni piedmétu ¢ockou "‘

B) Chod paprski ve svételném mikroskopu (Pfevzato z: http://web.natur.cuni.cz) i gt
=¥ Predmét



Po fyzikalni strance je vznik obrazu v optickém mikroskopu charakterizovan pomoci
Huygensenova principu, ktery tikd, ze kazdy bod osvétleného objektu (zaostiend rovina
preparatu) se stava zdrojem sekundarnich sférickych vin. Sekundarni viny nasledné spolu
interferuji a vysledné vinéni vstupuje do objektivu. V zadni ohniskové roviné objektivu dochazi
k interferenci sekundarnich vin, které opustily rovinu piedmétu rovnobézné, a dle Huygensenova
principu se ony stavaji zdrojem novych vin, které v obrazové roviné mikroskopu skladaji

zvétSeny a pievraceny obraz (Hampl, 2010).

K vyznamnym parametruim kazdého mikroskopu patii mimo jiné jeho rozliSovaci
schopnost, ktera je popisovana jako nejmensi vzdalenost dvou bodu ve vzorku, které mikroskop
zobrazi jako dva samostatné body. U svételného mikroskopu je tato vzdalenost zhruba 250 nm.
Tato vlastnost je dana fyzikalnimi vlastnostmi svétla a ovlivnit ji tedy nemtizeme. Co lze ovlivnit
je kontrast zobrazeni ve svételném mikroskopu, napf. alternativnimi metodami jako je zastin,
fazovy kontrast, Nomarského diferenciaéni interferenéni kontrast (DIC) nebo Hoffmanuv
modulaéni kontrast (Hampl, 2010). Pro zvySeni kvality zobrazeni objektl je mozné také pouzit

I jiné zdroje svétla, napf. laser u nékterych metod konfokalni mikroskopie.

3.1.2 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie vyuziva jevu, ktery se nazyva luminiscence. Je to jev, kdy je
latka schopna wvysilat do svého okoli svétlo. MizZzeme rozli§it dvé formy luminiscence
a to chemiluminiscenci, kdy latka vydava svétlo na zaklad€é chemické reakce (napft. svétluska),
a na fotoluminiscenci, kdy latka reaguje na svétlo. Fluorescenci zafazujeme do kategorie
fotoluminiscence. Princip fluorescence spoc¢iva ve schopnosti atomd nebo molekul absorbovat
mnozstvi energie (excitacni energie) a vzapéti ji opét vydat zpét v podobé svételného emisniho
zateni o vétsi vinové délce (obrazek 2). Posun vinovych délek je také oznac¢ovan jako Stokeslv
posun (obrazek 3). Fluorescence je jev kratkodoby, po osvétleni vydrzi preparat ,,svitit ptiblizné
8 - 10 sekund. Obecné plati, Ze S piibyvajicim ¢asem odezniva schopnost fluorochromu,
fluorescenéniho barviva, emitovat svétlo ai pfiintenzivnim osvétleni je preparat huiie

pozorovatelny. Fluorescenénim barviviim je vénovéna kapitola 3.2.
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Obr. 2: Jablonkého energeticky diagram - diagram Obr. 3: Stokesiv posun
rozdéleni barevného spektra excitovaného a emitovaného svétla (Pfevzato z: www.art.ca/en/preclinical/optical-
(Ptevzato z: www.olympusfluoview.com, 27.11.2010) molecular- imaging/fluorescence.php, 27.11.2010)

3.1.3 Konfokalni mikroskopie

Historie svételného mikroskopu sice saha do 16. stoleti, ale vétSina modifikaci této
metody byla konstruovana az ve 20. stoleti. Princip konfokalniho mikroskopu byl patentovan
r. 1957 studentem Harvardské univerzity Marvinem Minskym. Nicméné tato jeho prace zustala
relativné bez povSimnuti a to pravdépodobné diky tomu, Ze nemél dostate¢né intenzivni zdroj
svétla (Claxton akol., 2004 - 2009). Pokracovateli Marvina Minskyho byli Mojmir Petran
a Milan Hadravsky z Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni, ktefi r. 1965 zkonstruovali
novy typ konfokalniho mikroskopu - mikroskop s dvojitym fadkovanim (= tandemovy skenovaci
mikroskop) a r.1968 jej nechali patentovat (Kubinova, 2004). Za pokracovatele Marvina
Minskyho je mozné povazovat i Davida Eggera, ktery je také spojovan se zrodem
vicepaprskového konfokalniho mikroskopu, jenz pracoval na principu Nipkowova kotouce.
S konfokalnim mikroskopem s Nipkowovym kotoucem ziskali David Egger a Mojmir Petran
prvni kvalitni snimky relativné silnych preparatti, vzorkii mozkové tkan€. David Egger pozdéji
nahradil Nipkowovlv kotou¢ za pohybujici se zdroj svétla a roku 1973 uvetejnil prvni snimky

bunék zpracovanych timto pfistrojem (Claxton a kol., 2004 - 2009).
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Pozorovani preparati konfokalnim mikroskopem je zalozeno na stejném principu jako
fluorescencni mikroskopie. Nicméné konfokalni mikroskop se odliSuje pfedev§im tim, ze ma
ve své konstrukci konfokalni clonky, a ze mé odlisny zdroj svétla osvétlujici preparat. V ptipade
fluorescen¢ni mikroskopie je jako zdroj excitacni energie pouzivano UV zéfeni (Hg vybojka),
zatimco v Konfokalni mikroskopii je pouzivan nejcastéji laserovy paprsek. Vyhoda fluorescenéni
mikroskopie je citlivost, tzn. schopnost zobrazeni imalého mnozstvi pfitomnych molekul
a specifi¢nost jednotlivych fluorochromt a sond. Konfokalni mikroskopie pouzitim laserového
paprsku misto UV zafeni dosahuje vyssiho kontrastu a vyhodou je také moznost provadét optické
fezy, jejichz skladanim lze pozdé&ji v pocitaci rekonstruovat pozorovany objekt v 3D. To vsak
klade vysoké naroky na komplexni provoz - tedy technickou vybavenost pfistroje a rychlost
a kapacitu pocitace. Pouziti laserového paprsku je také vyhodou inevyhodou konfokalni
mikroskopie. Laserové svétlo je natolik intenzivni, ze pfispiva k rychlejsi degradaci pouzitych
fluorochromtt a tim i ni¢eni preparatu (Hibbs, 2004). Na obrazku 4 je srovnani preparatt
ziskanych z fluorescen¢niho mikroskopu a mikroskopu konfokalniho. V horni fad¢ (snimky a, b,
c) jsou snimky lidské michy, vlaken neporuseného krali¢iho svalu a pylového zrna slunecnice
z klasického fluorescenéniho mikroskopu. Spodni fada (snimky d, e, f) je tvofena z tychz
preparatii pozorovanych mikroskopem konfokalnim. Vyssi rozliSeni a kontrast snimkii jsou

patrné na prvni pohled. Lepsi snimky lze ziskat uz jediné pouzitim transmisniho elektronového

Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy

Fotonasobic a
detektor

- Druha clonka
- Bariérovy filtr

Dichroicke

mikroskopu.
Obr. 4: Srovnani snimki z konfokalniho (d, e, f) Obr. 5: Chod paprskii konfokalnim mikroskopem
fluorescenéniho mikroskopu (a, b, c) (Upraveno dle: Claxton, N.S. a kol., 2004-2009)

(Ptevzato z: www.olympusfluoview.com, 27.11.2010)

12



Konfokalni mikroskop vyuziva Gzky svazek laserového svétla, ktery sméfuje skrz prvni
konfokalni clonku na dichroické zrcadlo (d€li¢ paprskil). To nasméruje paprsek pies objektiv
na preparat (chod paprski konfokalnim mikroskopem, obrazek 5), ktery je umistén v ohniskové
roving objektivu. Svétlo emitované z preparatu prochazi opét objektivem, dichroickym zrcadlem
a druhou konfokalni clonkou. Druhd konfokalni clonka slouzi k odfiltrovani rusivého svétla
zZ okoli, svétla pochazejiciho mimo rovinu zaostfeni. Po priichodu druhou clonkou dopada svétlo
pied fotonasobi¢ a je zaroven snimano skenovacim zafizenim (detektor), které preda vysledné
informace o preparatu do pocitace. V pocitaci se ukladaji informace o soufadnicich X a Y
snimanych bodl preparatu, diky nimz je mozné sestavit obraz celého preparatu. Sklddanim
jednotlivych obrazii na sebe lze rekonstruovat 3D modely pozorovanych objektt (Claxton a kol.,

2004 - 2009).

Vzdalenost preparatu, idealni pro snimdani, voli skenovaci zafizeni, které také vybira
i zplisob samotného skenovani. Existuji €tyfi mozné zpisoby, jak skenovat preparat. Prvnim
zpiisobem skenovani je rozmitani svételného paprsku. Druhou moznosti je zachovani celistvosti
paprsku, kdy je skenovani zajisténo pohybem zdroje svétla, zatimco preparat je staticky ("beam
scanning". Tteti moZnosti jak skenovat je pohybovat s preparatem a zafixovat zdroj svétla ("stage
scanning"). Ctvrty zptisob skenovani se od ostatnich 1i§i. Hlavni rozdil spo¢iva v samotné
konstrukci mikroskopu, ve které je zabudovan Nipkowlv kotou€. Nipkowiv kotouc
je perforovana desticka, ktera rotuje a tim zajistuje usmérnéni a zaméfeni laserového svétla

na body preparatu (chod paprsku, obrazek Laser
Rotace Mikro¢ocky

Coéka Kamera

s Nipkowovym kotoucem vyznacuje nizsi Dirka v disku

Chod paprsk( konfokalnim
mikroskopem s Nipkowovym

. v . , , , kotoucem z
objekt, coz je vyhodné pro zamezeni @2 Cotka objektivu

2004). F ; Preparat

Obr. 6: Chod paprskit KM s Nipkowovym kotou¢em

6). Mikroskopy s Nipkowovym kotouem  ipkowoviiv
. w1 f o ne kotouc

Jsou pouZzivany pro pozorovani Zzivych
preparati. Kromé moznosti rychlého

snimani  se  konfokdlni  mikroskop

intenzitou svétla plisobici na pozorovany

degradace preparatu (Hibbs,
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(pfevzato z: www.hi.helsinki.fi, 22.11.2010)

3.1.4 DalSi techniky konfokalni mikroskopie

Konfokélni mikroskopie zahrnuje i dal$i techniky, nez je jenom "prosté" pozorovani
preparati. Jednou z téchto metod je metoda FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleching), ktera byla vytvofena pro méfeni kinetiky fluorescenéné znacenych proteinti
nebo lipidi v bunééné membrané. Kromé povrchu buiiky je mozné sledovat intra- a intercelularni
vztahy komponent v zivych tkanich a pletivech. Principem FRAP je osvétleni nabarveného
preparatu svételnym zafenim o nizké intenzité. Poté nasleduje prudké zvyseni intenzity paprsku
na kratkou dobu. Tento laserovy pulz zpusobi degradaci fluorescence v ¢asti preparatu, na kterou
byl paprsek zaméfen. Intenzita svételného zatfeni je ndsledné sniZena na plivodni hodnotu.
Piedmétem meéteni je fotodegradovana ¢ast preparatu, kde se méfi op€tovny nartst fluorescence
po "vybéleni" (Claxton a kol., 2004 - 2009). Na podobném principu funguje i metoda FLIP
(Fluorescence Loss In Photobleaching). Metoda FLIP ale na rozdil od metody FRAP sleduje
ubytek fuorescence z oblasti preparatu, které nebyly vystavené fotodegradaci, tedy z oblasti

Vv okoli vybélené casti.

Jinou pouzivanou technikou je metoda FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Metoda se vyuZziva na priklad pfi sledovani interakce mezi ligandem (signalni molekula) a jeho
receptorem. Uz podle nazvu je patrné, Ze metoda je zaloZena na principu pfenosu energie. Pfenos
energie probiha v nabarveném preparatu mezi dvéma fluorescenénimi barvivy zvolenymi tak, aby
se emisni spektrum jednoho barviva piekryvalo s excitaénim spektrem barviva druhého.
To umoZzni prenos energie excitovaného svétla z jednoho fluorochromu na druhy v pfipadé,
Ze vzdalenost mezi obéma barvivy je mensi neZ 4 nm a molekuly, které tyto fluorochromy

nesou, spolu reaguji (Miks, 2007).

V dnesni dob¢ je fluorescenéni mikroskopie na takové Grovni, Ze s jeji pomoci je mozné
detekovat i jedinou molekulu fluorescen¢niho barviva. Jednou z nejnovéjSich technologii je
FLIM (Fuorescence Lifetime Imaging Microscopy). Je hojné vyuzivané pro lokalizaci proteind,
lipid nebo nukleovych kyselin. Mimo jiné je mozné FLIM, v kombinaci s vicenasobnym

znacenim, vyuZit k zobrazovani okolnich faktorti, které ovliviiuji Zivotnost fluorescen¢niho
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barviva. Existuji dvé metody, které je mozné spole¢né zahrnout do kategorie FLIM - time-
domain FLIM a frequency-domain FLIM (Olympus, 2004 - 2009).

Vytvorit tenké optické fezy a s jejich pomoci nésledné provadét 3D rekonstrukei
pozorovanych objektd nebo ur€it vzajemnou polohu ruznych bunéénych komponent lze
i S vyuzitim multifotonového mikroskopu. S myslenkou multifotonové mikroskopie poprvé piisel
Maria Goppert-Mayer v roce 1931 (Masters a kol., 1999), prvni multifotonovy mikroskop byl
sestaven Wattem W. Webbem z Cornellovy univerzity v Ithace v roce 1990 (Kubinova, 2004)
a Vv tomtéz roce byl princip multifotonového mikroskopu popsan W.J. Denkem a kol. Ti pouzili
jako zdroj zafeni laserovy paprsek, ktery se svou vlnovou délkou blizil infracervenému zateni
(700 nm). Pozorovany preparat byl osvétlen kratkym pulzem laseru, ktery trval ptiblizn¢ 100 fsec
a tento pulz byl opakovan frekvenci 100 Hz. Kratkym, vysoce intenzivnim pulzem laseru
s velkou vlnovou délkou bylo dosazeno excitace dvou fotoni. VIinova délka laserového paprsku
mize dosahovat hodnot i kolem 1000 nm (Masters a kol.,1999). Multifotonovy mikroskop
na rozdil od mikroskopu konfokalniho nepotiebuje mit ve své konstrukci druhou, konfokalni,
clonku pro eliminaci svétla emitovaného mimo rovinu zaostieni. Clonka neni potfebna, protoze
pravdépodobnost dvoufotonové excitace je imérna druhé mocniné intenzity excitaéniho pole,
coz je nejvyssi pravé v rovin€ zaostfeni. Vyhodou oproti konfokalnimu mikroskopu je vétsi
hloubka proostfeni, azdo 400 um, a to iV ptfipadé vzorkl, jejichz povrchové vrstvy silné

fluoreskuji (Kubinova, 2004).

V pfipadé, ze fluorescencni mikroskopie uz neni schopna poskytnout potiebné informace
o prostorovém usporadani biologickych preparatt, 1ze vyuzit techniku korelaéni mikroskopie.
Prakticky se jedna o pozorovani vzorki ve svételném mikroskopu a nasledné pozorovani tychz
vzorkll v transmisnim nebo skenovacim elektronovém mikroskopu (TEM nebo SEM). Pocatky
této techniky jsou v roce 1973, kdy byly Wetzelem a kol. pozorovany T a B lymfocyty nejprve
ve svételném mikroskopu a potom v SEM (Sims a kol, 2006). Techniku korela¢ni mikroskopie
mizeme rozdelit dle pouziti rozdilnych typt mikroskopti, TEM nebo SEM. Pro svételny
mikroskop a SEM se pouzivaji relativné tlusté preparaty. Proto je vyhodnéjsi pouzit SEM (Sims
a kol., 2006).

15



Terminem korelaéni mikroskopie je mozné oznacit i holografickou mikroskopii.
Holograficka mikroskopie vyuziva svazek laserového svétla, ktery je polopropustnym zrcadlem
rozdélen na svazek, ktery dopadd na pozorovany predmét a odrézi se od néj a na referencni
svazek, ktery ma Casoveé proménny fazovy posun. Oba svazky potom spolu interferuji v detekéni
roviné a vytvareji tak interferencni obrazec (= hologram), tedy trojrozmérny zaznam

pozorovaného piredmétu. Konecné zobrazeni je z vysledného hologramu sniméno pocitacem

(Chmelik, 2002).
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3.2  Charakteristika fluorochromii, vyuZiti

3.2.1 Obecna charakteristika fluorochromu

Preparaty se pro lepsi viditelnost zacaly barvit uz na konci devatenactého stoleti a prudky
rozvoj zaznamenalo barveni spole¢né s vyvojem moderni histologie. Nej€astéji pouzivanymi
barvivy byly methylenova modf, malachitova zelen, azobarviva, safranin O, aj. Barviva byla
vyhodna pro svételnou mikroskopii, protoze barvi siln¢ a absorbuji velké mnozstvi svétla. Praveé
proto jsou vsak pro mikroskopii fluorescenéni prakticky nepouzitelna. Fluorochromy se zacaly
pouzivat po roce 1920, kdy byl fluorescenéni mikroskop poprvé pouzit pro studium
zivotaschopnosti bun¢k. Fluorochromy byly ve ¢tyficatych letech dvacatého stoleni diky
Albertovi Coonsovi u zrodu imunofluorescence. Nicméné prudky rozvoj fluorescenénich barviv
piisel az s objevem GFP (Green Fluorescent Protein). Tento protein byl izolovan ze svétélkujici
medtzy poharovky Aequorea victoria (Claxton a kol., 2004-2009). Dnes je nejcastéji spojovan
se znamou akvarijni rybkou, zebtickou, které byla vloZena genova sekvence kodujici GFP do jeji
vlastni genetické vybavy a vysledkem bylo, Ze zebficky zelené svitily. Kromé nejznaméjsi zelené
varianty existuje také zluta (YFP) a modrozelena forma (CFP) tohoto proteinu a také nepiibuzny

protein ¢erveny (RFP).

Fluorescen¢ni barviva (sondy) jsou latky, které jsou schopny se specificky navazat
na ur¢itou strukturu nebo makromolekulu v buiice. Diky barvivim tedy muZeme pozorovat
nejenom bunécné struktury, jako jsou Golgiho aparat, endoplasmatické retikulum, jadro aj.,
ale miuZzeme také detekovat aktivni metabolismus bun¢k a obecné tak jejich Zivotaschopnost.
Typickym piikladem fluorochromu, ktery se pouziva pro detekci aktivniho metabolismu,
je fluorescein, resp. fluorescein diacetat (FDA). Do zivé a zdravé bunky se totiz fluorescein
nedostane pies plazmatickou membranu, naopak FDA je do bunky transportovan. FDA je
nasledné hydrolyzovan intracelularnimi esterazami a vznikly AM ester je schopny fluoreskovat
(Invitrogen, 2011). V soucasné dobé se pouziva né€kolik skupin barviv — tradi¢ni fluorochromy,
fluorova barviva Alexa, cyaninova barviva, fluorescencni sondy pro prostredi bunék, organelové
sondy, kvantové tecky ¢i fluorescencni proteiny - GFP a jeho derivaty (Claxton a kol., 2004-
2009). Mezi tradiCni barviva patii jiz zminovany fluorescein, fluorescein izothiokyanat,
pouzivany v imunofluorescenci, texaskd cerveil nebo akridinova oranz. Zékladni parametry

barviv jsou vlnové délky excitatniho a emisniho zareni, z ¢ehoZ vyplyva 1 barva, kterou ma
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barvivo piipozorovani, a samoziejm¢ k Ccemu se barvivo vaze a s tim souvisejici pouziti
(parametry vybranych barviv viz tabulka I). Nemalo podstatnou informaci o fluorescenénim
barvivu je ioptimalni pH, pifi kterém vydava svou maximalni svételnou odpovéd. Nutno
podotknout, Ze Zivotnost barviv se snizuje s pribyvajicim stafim, mnozstvim svétla, kterému jsou

vystaveny, nebo s piibyvajici teplotou.

Tabulka I: Parametry n¢kterych fluorochromi

Fluorochrom Struktura .Vlnova d.e lka [nm] VyuZiti
excit. emis. barva
NH
¥ (e
DAPI H,N N - 358 461 modra barveni DNA
HEI " y
NH
HG L] (=]
O ‘ vazba na
Fluorescein F bilkoviny,
COOH , v 0
isothiokyanét (FITC) 494 520 zelena pouzm’prl
£ metodach
FRET
HCS
Akndm? va 502 525 zelena barveni DNA
oranz
barveni
MitoTracker Red FM 581 | 644 | cervena | Mitochondriiv
zivych
bunkach
33258 CH:NE) 352 461
33342 T Qe SRR i, | 350 | 46l e
Hoechst H " Hoschet 34580 gzgi)c:;:: modr4 barveni DNA \
34580 se” 392 440 zivych buikach
Nuclear f
Yellow 355 495
H,DCF DA
2,7- . detekce peroxidu
dihydrodichlorfluorescein 498 522 zelena vodiku (H20,)
diacetat)
DAF-FM DA . detekce oxidu
(diaminofluorescein) 495 515 zelend dusnatého (NO)

18




Hoechst 34580, 33258 nebo 33342 jsou fluorochromyze skupiny DNA selektivnich
Hoechst barviv. VSechny formy jsou rozpustné ve vodé (lze ptipravit az 2% roztoky) a velice
snadno pronikaji do buiky skrz cytoplazmatickou membranu. V buiice se pak barviva Hoechst
vazou na DNA, pfesnéji na sekvence bohaté na AT nukleotidy. Po navazani na DNA poskytuji
modry signal. Stejné jako u ostatnich fluorochromt, i v ptipadé¢ Hoechst miize pH ovlivnit
intenzitu signalu, ktery je fluorochrom emituje. Pfi pH 5 je signdl mnohem jasné&jsi a vySsi nez
v piipad¢ pH 8. Ptestoze je Hoechst skupinou fluorochromd, které jsou relativné netoxické, fadi
se do kategorie mutagent. Proto je nutné s nimi zachazet opatrné a musi byt zneskodnény

Vv souladu s platnymi pfedpisy (Invitrogen 2010c).

3.2.2  Fluorochromy pro detekci ROS

H,DCF DA (2, T7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat), také znamy jako
dichlorofluorescin diacetdt, je bézné¢ pouzivan k detekci tvorby reaktivnich forem kysliku.
H2DCF DA nemé schopnost poskytovat fluorescencni signal. Tuto schopnost ma jeho vysoce
fluorescenéni derivat 2', 7'-dichlorofluorescein (DCF), ktery vznika Stépenim acetatovych skupin
H,DCF DA pomoci intraceluldrnich esteraz a oxidaci volnymi radikaly, ptfedev§im ‘OH, COs3",
NO; a thiolovymi radikaly (Catala a kol., 2010). Oxidace diacetatové formy DCF tdajné neni
pfimo citlivd na singletovy kyslik, jednu z vysoce reaktivnich forem kysliku, ale ten miZze
ovlivnit tvorbu DCF svymi reakcemi s bunéénymi substraty, jejichZ produktem jsou peroxidové
a peroxylové radikaly. Bylo prokdzano, ze H,DCF DA mutze byt oxidovan na DCF
peroxynitritovym aniontem, ONOO, kienovou peroxidazou nebo v piipadé nepfitomnosti
peroxidu vodiku Zeleznatymi kationty (Fe?"). Kromé toho muze samotny DCF plsobit jako
stimulator pro oxidaci jeho diacetatové formy. Z uvedeného vyplyva, Ze samotny fluorochrom
(jeho ob¢ formy) je také schopny produkovat volné radikaly, diky ¢emuz by mélo byt jeho

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

Vyssi stabilitu 1 specificitu vykazuji dva fluorochromy, které maji velice podobné
vlastnosti, 3'-(p-aminofenyl)fluorescein (APF) a 3'-(p-hydroxyfenyl)fluorescein (HPF). Pouzivaji
se predev§im pro detekci hydroxylového radikdlu a peroxynitritu. Hodnoty excita¢niho
a emisniho maxima jsou pro oba fluorochromy shodné, a to 490 a 515 nm, navic jsou oba

relativn€ odolné vuéi oxidaci svétlem.
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Zajimavym flurochromem je dihydroethidium, znamy také pod nazvem hydroethidium.
Dihydroethidium se pouziva pro barveni cytoplazmy nebo chromatinu zivych bungk.
V cytoplazmé poskytuje modry fluorescenéni signal (excita¢ni / emisni maxima ~ 340/420 nm),
zatimco DNA, do kter¢ interkaluje ethidium vzniklé oxidaci dihydroethidia, fluoreskuje ¢ervené
(excita¢ni / emisni maxima ~ 535/610 nm, Sigma-Aldrich, 2011). Dihydroethidium je idikatorem
superoxidového radikalu, podobné jako dal$i fluorochrom MitoSOX Red (excita¢ni / emisni
maxima ~ 400/590 nm). Spole¢né byly pouzity pro presn€j$i lokalizaci mitochondrii

a pro stanoveni tvorby cytosolového a mitochodridlniho superoxidu (Invitrogen, 2010b).

3.2.3 Fluorochromy pro detekci RNS

Pro detekci NO a dalSich RNS je mozné pouzit diaminofluorescein (DAF). Prakticky
vSechny analogy DAF téméi specificky reaguji s NO a produkuji triazolovy derivat poskytujici
fluorescenéni signal. Ve star$i literatuie najdeme, ze nereaguji s NO;, NOs nebo dal§imi
reaktivnimi formami kysliku, véetné ONOO’, O, a Hy0,, coZz je v dnesni dob¢ diskutovano.
Nejcitlivéjsim analogem DAF, je DAF-FM (4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein),
ktery vykazuje stabilni fluorescenéni signal a to iV Sirokém rozmezi pH. Intenzita signalu
triazolového derivatu je silné snizena v ptipad¢, Ze je hodnota pH nizsi nez 7 (Itoh a kol., 2000).
DAF-FM je nejlepSim prikladem latky patfici mezi vicinalni diaminové derivaty fluoresceinu,
objevené r. 1998, které generuji fluorescencni signaly. Je vhodny pro detekci oxidu dusnatého
in situ. DAF-FM je vhodny pro detekci oxidu dusnatého in situ, ale pro barveni se pouziva jeho
diacetatovy derivait DAF-FM DA, ktery pronikd plazmatickou membranou. Uvniti bunky
je DAF-FM DA nasledné Stépen esterazami za vzniku intracelularniho DAF-FM, ktery je dale
oxidem dusnatym oxidovan na triazolovy produkt vykazujici fluorescencni signal (Invitrogen
2010a). Pro citlivé analytické metody je mozné pouzit jako fluorescenéni barvivo i 2,3-
diaminonaftalen (DAN). Po reakci DAN s NO vznika 1-(H)-naftotriazol (NAT, excita¢ni / emisni
maxima ~ 365/415 nm), ktery poskytuje fluorescencni signal. Pro vysokou senzitivitu se tato

technika muize vyuzivat pii kvantifikaci NO v zivych buinkach (Catala a kol., 2010).

Dalsim fluorochromem pouzivanym pro detekci NO je DAA (1,2-diaminoantrachinon),
ktery ale neposkytuje fluorescenéni signal. Cervené fluoreskuje az 1H-anthra [1,2d] [1,2,3]
triazole-6,11-dion, produkt reakce DAA s NO za pfitomnosti O,. DAA je mozné excitovat
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264 nm a detekovat pii vinové délce 394 nm (Dacres a Narayanaswamy, 2005). DAA byl
pouzivan pro detekci zmén hladiny NO u potkand po poranéni sitnice zrakového nervu. Byl také
DAA pouzit pfi studiu talohy a tvorby NO v hipokampu lokalizaci NO v preparatech mozkové
tkan¢ potkana (Invitrogen, 2010a).

Skupina fluorescen¢nich barviv pro detekci NO je mnohem rozsahlejsi. Kromé DAF-FM,
DAN a DAA do ni patii také NBD Methylhydrazin (N-methyl-4-hydrazino-7-nitrobenzofurazan,
excitatni / emisni maxima ~ 468/537 nm), DAR-AM 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-3a,4a-diaza-s-

indacene, excita¢ni / emisni maxima ~ 521/237 nm) a dalsi jina (Gomes a kol., 2006).
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3.3  Vyznam a funkce RNOS ve fyziologii rostlin a hub

3.3.1 Aktivni formy kysliku

Ptehled aktivnich forem kysliku (= reactive oxygen species ROS) je uveden v tabulce II.
ROS je mozné v rostlinném téle detekovat ijako soucast b&zného metabolismu. Jsou
produktem fotosyntézy (v chloroplastech), béhem niz vznika ve fotosystému I superoxidovy
radikadl nebo ve fotosystému II tripletni kyslik. Zaroven ROS vznikaji v procesu dychani
(v mitochondrii), ale byly lokalizovany i v organelach jako peroxizomy, endoplasmatické
retikulum, plazmatickd membrana ¢i bunécna sténa. Pfesto jsou ROS pro bunku toxickymi
vedlejSimi produkty metabolismu a mohou zpisobit jeji poSkozeni. Zeyjména hydroxylovy radikal
pusobi destruktivné na lipidy, nukleové kyseliny a proteiny. Za normalnich ristovych podminek
je produkce ROS v buinkach nizka, ale vzrista vlivem stresovych podnéti (Piterkova a kol.,
2005).

Tabulka Il: Ptehled ROS, jejich zdroja a biologickych tc¢inkt (pfevzato z: Piterkova a kol.,

2005).

Slou¢enina Zkratky Struktura Zdroj Biologicky ucinek
Glykolatoxidasa v glyoxisomech,
osyétlﬁné;hloroplasty - PSI;\,]ADH 5 Inhibice fixace CO,,
A mitochondrie v pfitomnosti , B- inakti o
Peroxid H,0 H — |:| — D — H oxidace mastnych kyselin, Fe-S proteiny gl;llvtilr\]/g\clz (e:na/[jm(l)xi dace
vodiku 22 . bt a enzymoveé reakce (SOD, . yKiu, .
glykolatoxidasa, aminoxidasa, sulﬂlyfirylu. a ﬂa}lonolu,
oxalatoxidasa (EC 1.2.3.4), substrat oxidacni reakce
peroxidasy...)
Velmi silné oxida¢ni
Hydroxylovy OH- D —H Haberova-Weissova reakce, Cl;f;?& fc (;Sﬁoizggl DNA,
radikal il Fentonova reakce p piau,
degradace proteind,
produkce C,H,
peroxidace lipidd,
osvétlené chloroplasty, PSII a PSI, inaktivace enzymt,
mit:)(fhond;ite vhpfitor;;lg)gti TIIi:)H, Fef-S depolymerizace
. , proteiny, cytochrom , elektronovy i e
Superoxidovy 0," [ e ]_ transportni fetézec v endoplasmatick E(:J'yéac;l;il;l\(/i(;lr,breiél)(ﬁe
anion-radikal 2 D - [:I ém retikulu, herbicidy (paraquat a 22 roy On.,
nitrofen), enzymové reakce: Schopnf)st oxidovat siru,
xanthinoxidasa, NAD(P)H oxidasa, askorbat a NADPH,
aldehydoxidasa, urikasa (EC 1.7.3.3). redukovat
cytochrom ¢ a ionty kovi
: ; itované chlorofylové molekul mutageneze, peroxidace
inglet 5. excitované chlorofylové molekuly | mutageneze, p
S kg el,ﬁvy 102 ()-(_) . vV tripletovém stavu, zneci.téni lipid, fotooxidace
yshi vzduchu (NO,, O, atd.) aminokyselin
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Rostliny jsou béhem celého Zivota neustdle vystavovany rliznym stresovym faktorim.
Stresové faktory mizeme rozd¢lit na biotické a abiotické. Mezi biotické stresové faktory fadime
starnuti ¢i atok patogend a do skupiny abiotickych faktori patii pusobeni extrémnich teplot
(chlad, mraz, teplo), sucha nebo zamokieni, intenzivniho svétla, herbicidi a mechanické
poskozeni. Vlivem stresovych podminek miize dochazet k prudké ¢asové omezené tvorbé ROS
("oxidative burst"), ¢imz dochazi k poruseni rovnovahy mezi jejich tvorbou a odbourdvanim,
a to miize mit za nasledek az bunéénou smrt. Nejsou toxické pouze pro bunky rostliny, ale také
pusobi toxicky pfimo na patogena. Nicméné kromé funkce toxickych vedlejSich metaboliti plni
ROS také funkci vyznamnych signalnich molekul kontrolujicich obranné procesy rostlin nebo jiz
Zminovany proces programované bunécné smrti. Mimo jin€ existuje predpoklad, ze ve stélkach

lisejnikid zajistuji komunikaci mezi symbionty (Catalé a kol., 2010).

Prestoze je kladny vyznam ROS v rostlindch nesporny, stidle hrozi moZnost nechténého
Stépeni biomolekul. Proto se u rostlin vyvinuly mechanismy, které udrZzuji koncentraci ROS
V unosné mifte, zajiStuji tedy jejich katabolismus. Jedna se o antioxidacni procesy nachazejici
se v riznych bunéénych strukturdch. Na antioxidacnich procesech se podileji dvé skupiny latek -
antioxidanty (neenzymové systémy pfimé deaktivace) a antioxidacni enzymy. Mezi vyznamné
antioxidanty patii Kyselina L-askorbova (vitamin C), karotenoidy, redukovany glutathion nebo o-
tokoferol (Piterkova a kol., 2005). U¢inny biologicky antioxidant musi byt v bufice piitomen
V pfiméfeném mnozstvi, musi reagovat sriuznymi volnymi radikdly, musi byt vhodny
pro regeneraci a jeho koncentrace musi byt pro buniku Gnosna anesmi i poSkozovat (Rose
a Bode, 1993). Nutno také piipomenout kladnou roli ROS v metabolismu rostlin, z ¢ehoz
vyplyva dalsi vlastnost vhodného antioxidantu. Ten by nemé&l ROS v bunikach zcela zlikvidovat,
ale mél by koncentraci ROS pouze regulovat (Arrigoni a De Tullio, 2001).Vsechny tyto

podminky spliuje kyselina L-askorbova (vitamin C), ktera je také pouzivana v této praci.

Antioxidaéni enzymy jsou latky, které poskytuji bufice univerzalni ochranu
pfed oxidativnim poSkozenim ve vSech jejich céastech. Do této skupiny enzymil patii
superoxiddismutaza (SOD, EC 1.15.1.1), katalaza (CAT, EC 1.11.1.6), glutathionperoxidazy
a enzymy askorbat-glutathionového cyklu (Piterkova a kol., 2005; Kranner a Birti¢, 2005). SOD
se vyskytuje ve striktn¢ a fakultativné aerobnich organismech, konkrétn¢€ je mozné ji detekovat

Vv cytoplazmé, peroxizomech, chloroplastechnebo mitochondriich. SOD katalyzuje pfeménu
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superoxidového radikalu na peroxid vodiku (2 O ~ + 2H" <» 2H,0, + O,). CAT se vyskytuje
peroxizomech vsech aerobnich eukaryot a je mozné rozlisit jeji tfi isoformy - CAT1, CAT2
a CATS3, které se lisi pouze svym vyskytem. CATI1 je lokalizovana v listech, kde napomaha
odstranovani H;O, béhem fotorespirace, CAT2 se vyskytuje piedev§im v cévnich svazcich
a CAT3 se nachazi v glyoxysomech semen a mladych semendcki. CAT se vyznacuje dvojim
typem aktivity, katalazovou a peroxidazovou. V piipadé katalazové aktivity katalyzuje CAT
piimy rozklad peroxidu vodiku, zatimco v piipadé peroxiddzové aktivity se jednd o oxidaci
methanolu, ethanolu, formaldehydu nebo formatu. Na zamezeni peroxidace membranovych
lipid se podili skupina enzyml glutathionperoxidaz, které vyuzivaji glutathion jako redukéni
¢inidlo pro katalyzu redukce H,O;. Glutathion je vyuzivan i enzymy askorbat-glutathionového
cyklu, které kromé néj pouzivaji i kyselinu askorbovou. Tyto enzymy se vyskytuji tam, kde neni
pfitomna CAT. Mezi enzymy askorbat-glutathionového cyklu patii napt. askorbatperoxidaza

(APOX, EC 1.11.1.11) nebo glutathionreduktaza (GSNOR, EC 1.6.4.2) (Piterkova a kol., 2005).

ROS jsou v buiikach hub produkovany, stejné jako v piipadé¢ rostlinnych bunék, béznym
metabolismem. Vyvoj hub je také bezprosttedné ovliviiovan fyzikdlnimi a chemickymi
stresovymi faktory a toxicita ROS pfi extrémnich koncentracich byla popsana. V minulosti bylo
provedeno velké mnozstvi studii zabyvajicich se produkci ROS v interakcich hostitel-parazit
(vyssi rostlina - houba), ve kterych byl prok4dzan nartst hladiny ROS v souvislosti s infekci.
Nicméné role houby (parazita) jako mozného zdroje ROS byla opomijena. Teprve
az po pozorovani aktivity samotné houby mimo hostitelskou rostlinu byl ziskan dikaz toho,
7e se houba podili na tvorbé ROS spoleéné s rostlinou. Jako piiklad je mozné uvést spory
Magnaporthe grisea, ktera zptsobuje mykozu ryze. Na povrchu zdravého listu ryze byla
prokézana velmi nizkd produkce peroxidu vodiku nebo superoxidového radikalu, ale den
po infikovani listu byl zaznamenan prudky vzrist produkce obou molekul. Spory kli¢ici ve vodé
oddélené od rostliny produkovaly ROS se stejnou nebo dokonce vyssi intenzitou nez sporami
infikované listy. Patogenni houby produkuji tyto latky pro usnadnéni priniku pfes mechanické
bariéry hostitelské rostliny (buné¢na sténa apod.). Ke zvyseni hladiny ROS dochazi i v pfipadé
reakce patogena na fungicid. Pokud dojde ke kontaktu fungicidu s houbovym patogenem, zvysi
se intracelularni produkce ROS, které pak blokuji elektronovy transport (Gessler a kol., 2007).

Prikladem je fungicid SSF126 znamy jako metominostrobin, jehoz U¢innou latkou je derivat
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strobilutinu A, ktery inhibuje rist mycelia vyssich hub in vitro tim, ze blokuje dychaci fetézec
v mitochondriich. Fungicid SSF126 je u¢inné pouzivany proti M. grisea, puvodci mykozy ryze
(Iwai a kol., 2006).

Vysychani a rehydratace lisSejnikt je dalsi proces, ve kterém maji ROS vyznamnou tlohu.
Rychlost obnovy fyziologickych funkci, napf. fotosyntézy, po vysuSeni tuzce souvisi
s mechanismy odstraiiujicimi ROS. S obnovou také souvisi rehydratace, nicméné ta neni pfimo
umérna obnové biochemickych procesti. Tvorba ROS probihd béhem rehydratace liSejnikl
druha faze je linearni (Catala a kol., 2010). V piipadé izolované fasy Trebouxia excentrica,
fotobiontu liSejniku Cladonia vulcani, doslo ke kompletni rehydrataci mnohem dfive
nez k obnoveé systému antioxida¢ni obrany na niz se podileji a-tokoferol, f-karoten a dalsi latky
(Kranner a kol., 2005). Bylo také prokézéno, Ze antioxidacni ochrana neporusené¢ho liSejniku
C. vulcani je u¢inngj$i nez ochranné mechanismy obou izolovanych symbionti. Samostatné
rostouci T. excentrica a Cladonia sp. (mykobiont lisejniku C. vulcani) jsou sice schopné piezit
vysu$eni, ale dochdzi u nich k poskozeni fotoprotektivnich mechanismi a odbourdvani ROS.
Naopak Vv ptipadé¢ kompletniho liSejniku k poskozeni nedochazi, coz vede k zavéru,
ze lichenizace je proces, ktery ze dvou meéné tolerantnich druhil vytvaii organismus schopny
odolat zvySenému oxidativnimu stresu vlivem vysychdni (Kranner a kol., 2005). Obecné lze fict,
ze ROS a antioxidac¢ni systém, ktery reguluje jejich hladinu, jsou faktorem, jez lisejniktim, ale
I vy§8im rostlinam a semenum, udé€luje stupen tolerance k vysuseni. Rostlina je schopna piezit
vysuSeni tak dlouho, dokud nedojde ke zhrouceni antioxida¢niho systému a fotoprotektivnich
procest, k cemuz muize dojit 1 po Gspésné rehydrataci. Semena jsou schopné piezit ve vysuseném
stavu az 1000 let (posvatny lotos ze dna starovékého jezera v Cing), nicméné po vykliGeni

se jejich vysoka tolerance k vysuseni ztraci (Kranner a Birti¢, 2005).

Hlavnim faktorem rozhodujicim o toxicit¢ ROS je samoziejmé jejich koncentrace
v bunkach, ale i rovnovaha mezi mnozstvim pro-oxidantll a antioxidanti. Pokud je mnozstvi
volnych radikalti vysoké a pirekona veskeré antioxidacni prekazky, dochazi k oxidativnimu
poskozeni bunky (Catala a kol., 2010). V ptipadé peroxidu vodiku ma tato zavislost Siroké
rozmezi. Byl testovan vliv H,O, o koncentracich 10'2, 10'5, 10 a 10 M. Pxi poklesu

koncentrace H,0; z 107 na 10° M byl pozorovén i pokles jeho Uc¢inku. Zatimco pii koncentraci
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10 M témé&t uplné potladoval klideni Magnaporthe grisea, pii koncentraci 10°M byl jeho efekt
minimalni. Prekvapivé bylo, Ze se toxicita H,O, projevila pii koncentraci 10™ M a opé&t vymizela
pii koncentraci 10"® M. ProtoZe se toxicita peroxidu vodiku objevila i pfi velice nizké
koncentraci, pfedpokladéa se, ze potlaceni kli¢eni vlivem H»O, je az jeho sekundarni funkci.
Otazkou zistava, pro& H,O, nebyl toxicky pii koncentraci 10° M. Pravd&podobnym vysvétlenim
je, ze pfi této koncentraci neni peroxid schopen zptisobit v bunkach tak velké skody, aby bylo
kli¢eni potlaceno. Na druhou stranu je jeho hladina ale pfili§ vysoka na to, aby se mohl ucastnit
regulac¢nich procest. Regula¢ni funkce H,O, se neprojevuji jenom v jednotlivych burikach,
ale i v pripadé celych populaci. V této situaci je ale podstatnym faktorem i hustota samotné
populace v suspenzi. V obou extrémech, tedy v pfili§ husté nebo naopak v pfili§ ziedéné
suspenzi, dochdzi k potlaceni kliceni. V pftipadé hustych suspenzi je tento jev snadno
vysvétlitelny. Dochézi totiz k rychlému vyc€erpani zdroji Zivin a zaroven k intoxikaci populace
vlastnimi metabolity. Naopak u zfedénych suspenzi je vysvétleni slozitéjsi. Roli hraje
pravdépodobné rovnovaha mezi hladinou ROS a hladinou antioxidanti. Pokud jsou oba typy
latek v rovnovédze, nemlze pozorovat Zadné zmény v kliCeni. Pokud jsou antioxidanty
v nedostatku, mize dojit k potlaceni kli¢eni, coz je pravdépodobné i ptipad ziedénych suspenzi

spor (Gessler a kol., 2007).

Kromé kli¢eni ovliviiuje intenzita tvorby ROS i diferenciaci hub. Narist koncentrace ROS
je vétSinou doprovdzen zastavenim rustu a zpusobuje morfologické zmény, které vedou
k adaptaci buniky na zménu podminek okoli. Nicméné mnoha experimentalni data poukazuji
na vztah mezi nartistem koncentrace intracelularnich ROS a spusténim diferenciacniho procesu.
Ve studiich s Dictyostelium discoideum (diive fazené mezi houby, nové mezi prvoky) bylo
pozorovano, ze zvySena koncentrace intracelularniho i extracelularniho superoxidového radikalu
zpusobilo shlukovani myxaméb a jejich naslednou diferenciaci. Shlukovani bylo pfiddnim

"lapacti" tohoto radikalu potlaceno (Gessler a kol., 2007).

3.3.2 Aktivni formy dusiku

Oxid dusnaty (NO) je znamy piedevsim z Zivocisné fiSe jako signdlni molekula, kterd
hraje dtlezitou roli pfi zanétech a trombodzach, vyrazné se podili na vazodilataci, imunitni

odpovédi nebo neurotransmisi. U rostlin je NO zapojen spolu s aktivnimi formami kysliku
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do fyziologickych procest jako je kliceni, senescence ¢i tvorba kofent a do odpovédi na stres
spusténi programované bunééné smrti (Wendehenne a kol., 2004). V zivoc¢isnych bunkach je NO
tvofen enzymem NO-syntazou (NOS), ktery se vyskytuje ve tfech formach, neuronalni (nNOS),
indukovatelna (iNOS) a endotelialni (eNOS). Vsechny tyto tfi formy oxiduji L-arginin na L-
citrulin a NO. Co se tyka bun¢k rostlinnych, popisuje se tvorba NO dvéma zplisoby, neenzymove
a enzymove¢. Za enzymovy zdroj NO v rostlinach byla povazovana NAD(P)H-dependentni nitrat
reduktaza (NR), ktera napt. v obilkach kukufice za acrobnich podminek redukuje O, na Oy,
ktery nasledné reaguje s NO zavzniku peroxinitritu (ONOO"). Takto produkovany ONOO®
se podili na oxidativhim posSkozeni buiikky v pfipadé¢ hromadéni NO;. Pfestoze byla NR
povazovana za mozny zdroj NO, mnohem castéji se zacaly objevovat poznatky o tom,
ze i U rostlin existuje enzym podobny zivo¢isné NOS. V tadé rostlin byla totiz detekovana
aktivita enzymu analogického NOS (NOS-like enzyme), ktery zptusoboval tvorbu L-citrulinu z L-
argininu a zaroven reagoval na inhibitory zivocisné NOS. Pouzitim protilatek proti zivo¢isnym
NOS anaslednou imunolokalizaci pomoci elektronové mikroskopie byla zjisténa pritomnost
NOS-like proteinu v matrix peroxizomu a chloroplasti v buiikach listu hrachu. Navic u kukufice
se podafilo imunofluorescenéné lokalizovat NOS-like protein v cytosolu bunék meristematické
zOny a také v jadrech bun€k prodluzovaci zony kotene. Typickéd lokalizace NOS b&éhem rtstu
neni u zivoCichti znama, z ¢ehoz vyplyva, ze to by mohla byt vlastnost NOS-like enzymu

specificka pro rostliny (Wendehenne a kol., 2001).

Tretim enzymovym zdrojem NO v rostlindch je enzym nitrit:NO reduktaza (NiNOR),
ktera katalyzuje redukci dusitanu na NO. NiNOR byla popsana v plazmatické membrané
kotenovych bun¢k tabaku, z ¢ehoz byl vyvozen piedpoklad, Zze se podili na vyvoji kofenového

systému rostliny a interakcich s pidnimi bakteriemi na povrchu kotenti (Piterkova a kol., 2008).

Neenzymova drdha tvorby NO rostlinami zahrnuje dva mechanismy. V prvnim
mechanismu hraje hlavni tlohu hodnota pH. Pii fyziologickych hodnotach pH miize kyselina
askorbova neenzymové redukovat dusitan na NO a kyselinu dehydroaskorbovou, zatimco
pfi nizkych hodnotach pH v apoplastu je podporovana redukce dusitanu, pii které dusitan
dismutuje na NO a dusi¢nan. Druhy mechanismus se tykd membran chloroplastli, v nichz dochazi
ke svétlem zprostiedkované ptemeéné NO, na NO katalyzované karotenoidy (Piterkova a kol.,

2008). Vybrané RNS jsou uvedeny v tabulce III.

27



Tabulka I11: Popis vybranych RNS (zpracovano z vice zdroju)

Sloucenina | Zkratky Struktura Zdroj Biologicky ucinek
U zivo¢ichii ma svoji tlohu
_ NOS (EC 1.14.13.39) katalyzuje oxidaci | Pt 74netech rombozich.
Oxid . . L-argininu na L-citrulina NO , . ! A
B NO N=—=0 o ) - . U rostlin v procesech klicent,
dusnaty nitrit:NO reduktaza katalyzuje redukci i reakci
dusitanu na NO senescenci, reakci na stres a
spole¢né s ROS zapojen do
programované bunééné smrti.
Cytotoxické u¢inky, oxidacni
o N ok NR (EC 1.7.1.1.) katalyzuje redukci O, poskozeni buniky v ptipadé
Peroxynitrit ONOO™ O& \O/ na Oy ", ktery déle reaguje s NO za hromadéni nitrace
vzniku peroxynitritu aminokyselin (tyrozin),
nejreaktivnéjsi ze v§ech RNS
Oxid N Samovolna oxidace oxidu dusnatého, eri?d%%;glzr;kfi; ggfgfﬁiﬁl
dusiéity NO; O% ko (fli?(; (ri:gt:ce kyseliny dusicné oxidem poskozeni, podil na vzniku
ym smogu
Spole¢né s dusitany (jeji soli)
zpusobuje zvraceni, bolesti
hlavy a bficha, cyanozu,
Kyselina . . bezvédomi. Patii mezi
dusit4 HNO, H-O-N=0 Reakei oxidu dusitého s vodou Karcinogeny. Smrtelna davka
jsou 4 g.Oxidace
hemoglobinu na
methemoglobin

Vliv tvorby NO na lokalni a systémoveé obranné mechanismy rostlin byl studovan
na vnimavém, stfedné rezistentnim a vysoce rezistentnim genotypu Solanum spp. po napadeni
pivodcem padli rajéat Oidium neolycopersici. Byla zjisténa dvoufazova tvorba NO u obou
rezistentnich genotypli. Maxima a minima obou fazi tvorby NO se ale liSila. V ptipad€ vysoce
rezistentni rostliny bylo dosazeno maximalni hladiny NO po 8 h po inokulaci (hpi) patogenem,
zatimco maximalni hodnota u stfedné rezistentni rostliny byla zaznamenana mezi 24 a 48 hpi.
Druha faze tvorby NO u obou rezistentnich genotypti byla totozna a hladina NO byla po 96 h
od inokulace konstantni. Tvorba NO v pfipadé vnimavé rostliny byla pozorovana v rozmezi
0d 4 do 8 hpi. Nepodafilo se od sebe oddélit pletivo hostitele a mycelium biotrofniho patogena,
aniz by doslo k jejich poSkozeni, a tim bylo znemoznéno rozliSeni NO produkovaného hostitelem
a NO produkovaného patogenem. Kromé& NO byly v listech Solanum spp. detekovany i H,0;
a0, , k jejichz uvolnéni dochazi pravdépodobné piizvySené hladiné NO. Spolecné tyto
slou€eniny sice pifimo nezptisobuji hypersenzitivni reakci (HR) rostliny, ale hraji dileZitou tlohu
v indukci apoptdzy a vyznamné ovliviuji rezistenci Solanum spp. k O. neolycopersici (Piterkova
a kol., 2009). Schematické znazornéni drah NO v procesu napadeni rostlinné bunky patogenem je

na obrazku 7.
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Uzkou spolupraci mezi NO a H,0, a jejich vliv na hypersenzitivni reakci hostitelské
rostliny, penetraci a kli¢eni houbovych patogent potvrdila i studie provedena s Lactuca spp.
napadenymi pivodcem plisné salatové, Bremia lactucae. NO spole¢né s H,O, zpomaluji prinik
patogena do listd rostliny a jeho rozristani. Ptiblizné 6 h pied patrnymi zndmkami nekrozy byl
zaznamenan vzrist hladiny NO, ktery by mél pfedchazet tvorbé H,0,. Uloha NO byla studovéana
pouzitim 0,ImM SNP (donoru NO), 0,1mM PTIO (lapace NO), 0,ImM rutinu (lapac¢ NO / ROS),
ImM L-NAME (inhibitor NOS) a 5mM Na,WOQ;, (inhibitor NR). Zatimco pouziti L-NAME
a Na;WO, nemélo vyznamny efekt na kliceni B. lactucae na nachylném genotypu L. sativa,
Vv piipad¢ pouziti SNP a rutinu doslo ke snizeni ispé$nosti penetrace patogena. HR byla vlivem
SNP (sodium nitroprusside), PTIO a L-NAME snizena u rezistentni L. virosa, naopak
ve vzorcich téZe rostliny oSetfenych rutinem byla HR vyrazn&§i. NO byl lokalizovan
histochemicky pomoci DAF-FM DA. Intenzivni fluorescen¢ni signal byl zaznamenéan
ve $pickach kli¢nich vlaken B. lactucae a v penetrovanych bunkach, ve kterych probihala HR
(Sedlafova a kol., 2011).

NO jako takovy nebyl zatim v houbéch piimo detekovan. Nicméné vliv exogenniho NO
na vyvoj i kli¢eni hub byl potvrzen experimenty, ve kterych kliceni a vyvoj konidii
Colletotrichum coccodes inhiboval piidavek SNP. Uginek SNP na kliéeni a vyvoj byl ale zavisly
na koncentraci, 1 mM a 500 uM SNP kliceni zcela zastavily, ale 100 uM SNP, kli¢eni pouze
opozdilo. Naopak konidie C. coccodes osetfené inhibitory NOS (ImM L-NMMA, L-NNA)

kli¢ily intenzivnéji pti porovnani s kontrolou rostouci ve vodé (Wang a Higgins, 2005).

Bylo prokazano, ze v ptipadé samostatné rostoucich jedlych hub Flammulina velutipes
se NO podili na dilezitych procesech jako je diferenciace, rist a tvorba plodnice (Song a kol.,
2000). Je pravdépodobné, ze v piipade lisSejnikll je jeho role podobna. LiSejniky jsou slozené
organismy tvofené fotobionty (jednobunécnou zelenou ftasou = fykobiont nebo sinici
= cyanobiont) a mykobiontem (houbou). Béhem Zivota liSejniki se Casto stiidaji obdobi vysusSeni
s nizkou metabolickou aktivitou a obdobi hydratace, kdy je intenzita jejich metabolismu vysoka.
LiSejniky se adaptovaly na tyto dva extrémy, nicméné mechanismy probihajici béhem cykli de-
a rehydratace jsou jen malo prostudovany. NO se v téle liSejnika podili na fad¢ fyziologickych
procesi. V téle houby reguluje rist a tvorbu plodnic. V téle fasy je zapojen do procesu fototaxe

a odpoveédi na stres. Experimenty s Ramalina lacera potvrdily, Ze kromé uvedenych funkci
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se NO vyznamné podili i na rehydrataci lisejniku, resp. rehydratace je pti¢inou prudkého nartstu
produkce NO, ktery byl ale detekovan konfokalni mikroskopii pouze v hyfach mykobionta
(Weissman a kol., 2005). Maximalni hodnoty NO byly naméieny 2h po rehydrataci, zatimco
po 4h hladina NO Kklesla na minimum, tedy je$té niz nez byla koncentrace pied rehydrataci.
Pti experimentech, ve kterych byla stélka liSejniku rehydratovana roztokem obsahujicim c-PTIO
(lapa¢ NO) byl zaznamenan nejen vyznamny pokles fluorescenéniho signalu DAN v disledku
eliminace NO, ale i zména v hladin¢é ROS. Byl zaznamenén narast tvorby ROS ve dieni
i v kortexu liSejniku, zaroven vSak byla potladena poc¢ate¢ni exponencialni faze produkce ROS.
Nejvyssi stupenn peroxidace lipidii byl zaznamenidn 2h po rehydrataci. Naopak ke snizeni
peroxidace na minimum do$lo po 4h po rehydrataci (Catala a kol., 2010). Podle prace Catala
akol. (2010) NO hraje vyznamnou roli v regulaci peroxidace lipidii a foto-oxidativniho stresu
fotobionta béhem rehydratace. Na zakladé zmény fotosyntetické aktivity fotobionta po inhibici
NO byl vysloven piedpoklad, ze NO je zapojen do stabilizace fotosystému II (PS II). Co se tyka
lokalizace molekul NO, jejich nejvyssi koncentrace byla pozorovana ve dienové Casti liSejniku
Ramalina farinacea, zatimco nejvy$si mnozstvi molekul ROS bylo lokalizovano v kortexu
(Catala a kol., 2010).

Vzhledem k vysoké reaktivité je experimentalni detekce a kvantifikace NO in vivo
obtizna. Metody pouzivané u rostlin pochazeji ze studii provadénych v Zivoc¢isnych systémech
a jsou upravovany na podminky rostlinnych pletiv (Piterkova a kol., 2008). Metod pro stanoveni
koncentrace NO existuje cela fada, napi. laserova fotoakusticka spektroskopie, hmotnostni
spektrometrie, chemiluminiscence nebo histochemicka detekce pomoci mikroskopie. V idealnim
pfipadé¢ by méla metoda pro stanoveni NO vykazovat vysoky stupeni citlivosti, specificnosti
a méla by umoznit méfeni hladiny intra- a extracelularniho NO a to jak v plynné tak v kapalné
fazi. BohuZzel, Zadna ze zminovanych metod nespliiuje vSechny tyto pozadavky (Vandelle

a Delledonne, 2008).
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3.4  Charakteristika modelovych organismii

Jako modelové organismy pro studium lokalizace RNOS byly vybrany vieckovytrusé
houby z ¢eledi Morchellaceae, (taxonomie, viz tabulka 1V), konkrétné spory smrze kuzelovitého,
Morchella conica, a kacenky ¢eské, Ptychoverpa bohemica. Ttida Pezizomycetes zahrnuje pouze
jediny tad Pezizales. Je to pocetny fad, jehoZ zastupci vytvareji plodnice typu apothecii, vzacné
kleistothecii s unitunikatnimi, operkulatnimi viecky (Kalina a Vana, 2005). Smrzovité houby
rostou od biezna do konce kvétna. Nejcastéji je mizeme najit v polo zastinénych hajich, sadech,
na zahradach, pod osikami ¢i tfeSnémi, ale 1 v parcich ¢i novych vysadbach s difevni Stépkou.
Vyjimkou nejsou ani spaleniSté. Teorie fika, Ze smrZze zaCinaji rlst, pokud nejméné tii dny
PO sob¢& nocni teploty neklesaji pod 5°C a denni teploty se pohybuji nad 15°C, idealné okolo
20°C (Havranek, 2007). Dalsimi indikatory, podle kterych je mozné odhadnout spravnou dobu

pro rist smrzd, je zacatek kvétu fialek, ristu cibulovin a rozpuku prvnich pupenti a stroma.

Tabulka IV: Taxonomické zafazeni smrzovitych hub (upraveno dle: Kalina a Vana, 2005)

Taxon Nazev taxonu
Rige Fungi
Odd¢leni Ascomycota
Pododdéleni Pezizomycotina
Trida Pezizomycetes
Rad Pezizales
celed’ Morchellaceae

Smrzovité houby se §ifi fermentovanou zahradnickou stépkou a jejich vyskyt je efemérni,
coz znamena, ze zatimco v jedné sezoné jich mize na jedné lokalité vyriist obrovské mnozstvi,
dal$i rok nemusi na tom samém misté vyrist viibec nic. Skupina smrzovitych hub vykazuje
velikou morfologickou variabilitu, a to i v ptipadé hub rostoucich v jedné lokalité (Havranek
a kol., 2009), coz vyrazné ztéZuje jejich taxomické zatazeni podle vzhledu. Diky této variabilité
muzeme pouze v rodu Morchella rozlisit 3 az 30 ruznych druhd smrzd. Byla ale provedena
fylogeneticka analyza Ceskych a svétovych izolath zahrnujici sekvenaci 5.8-1TS2 (internal
transcribed spacers) regionii genomill a srovnavaci analyzu se sv€tovou databazi sekvenci
(EMBL, program Beast 1.4.8), jejimz vysledkem je fylogram ceskych a svétovych izolath
smrzovitych hub (obrazek 8), ktery rozdéluje izolaty rozdéluje do sedmi skupin. Nicméné

do skupin M. conica a M. agnusticesp jsou zafazeny i taxonomicky nezafazené izolaty, proto
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se hovoti pouze o péti geneticky vzdalenych skupinach v ramci rodu Morchella (Ondiej a kol.,
2009). Jednodussiho taxonomického rozdéleni smrzovitych hub je tedy docileno pomoci

fylogenetické analyzy, nez na zékladé morfologie.
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Obr. 8: Fylogram ¢eskych a svétovych izolatl smrzovitych hub (Pfevzato z: Ondfej a kol., 2009).

Smrze neni jednoduché hledat, ale je relativné jednoduché je poznat. Maji charakteristicky
vzhled plodnic (askokarpit), které dortstaji do vysky az 300 mm (Kopecky, 2008). Na prvni
pohled zaujme vejcity, soudkovity nebo kulovity "klobouk" okrové, Zlutavé az nahnédlé barvy.
Na klobouku je napadné velké mnozstvi Zeber a prohlubni, jejichz uspofadani a tvar jsou velmi
proménlivé. Tren, stejné jako klobouk, je duty a lamavy, nejcastéji bily ¢i svétle hnédy a srostly

s okrajem klobouku. I ptes charakteristicky vzhled smrzi je pii jejich sbéru nutné davat si pozor,
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aby nedoslo k zaméné s velice podobnym, ale jedovatym uchaéem obecnym, Gyromitra
esculenta (Havranek, 2007). Spory smrzovitych hub jsou velice odolné. V suchém stavu jsou
schopny, stejné jako mikrosklerocia, vydrzet teploty az 89°C nebo expozici 3% peroxidem
vodiku po dobu jedné hodiny. V otiscich otiscich vyzralych plodnic je mozné vytrusy uchovavat
pfi laboratorni teploté az po dobu tii let, aniz by doslo k omezeni jejich klic¢ivosti. Pii kontaktu

s vodou jsou ale schopny vykli¢it béhem tii hodin (Havranek a kol., 2009).

vvvvvv

zpusobem. Nepohlavni rozmnozovani se d¢je nepravidelné produkovanymi konidiemi,
asexualnimi sporami, které se tvoii na konidioforech. Konidie pfistyku svodou prakticky
okamzité klici. Z genetického pohledu jsou konidie diploidni, tedy maji kompletni genetickou
vybavu, a jsou identické s myceliem, ze kterého wvznikly. Naproti tomu pohlavni spory
(askospory) nesou pouze poloviéni genetickou vybavu, jsou haploidni. Pfi¢inou je redukce
genetické béhem procesu meidzy, ke kterému dochazi v ascich (vieckach) umisténych na dnech
prohlubni na klobouku. Pohlavni spory jsou morfologicky identické, ale fyziologicky rozliSené
na+/-. Z haploidnich askospor vykli¢i haploidni hyfy, které se dale rozristaji v haploidni
myceliumtvorfici mnohojaderna gametangia. Pomoci trichogynu, vlakna na vrcholu samiciho
askogonu, pifechazeji jadra ze samciho antheridia do askogonu, kde dojde ke sparovani jader
a vzniku dikaryonu. Dikaryon se nasledné mitoticky déli a z askogonu vyrstaji dikaryontni hyfy,
v nichZ proces mitdzy pokracuje. Askogenni hyfy se proplétaji s hyfami sterilnimi a dochazi
ke karyogamii (splynuti jader), ktera je nasledovana procesem meiozy a mitdzy. Vysledkem je
osm askospor ve viecku, které jsou po dozrani z viecka vystfelovany. Viecko je operkulatni,
otevirda se vickem. Uspotadani askospor ve viecku umoziluje studovat proces genetické
rekombinace. U mnoha viecek jsou askospory umistény v potadi, v jakém vznikaly z ptivodniho
jadra zygoty. Jednotliva mycelia, kterd vyrostla z askospor ze stejného viecka, pak vykazuji
genetické rozdily, které poskytuji informace o tom, jak probéhl crossing-over a jak probihalo
fazeni chromozomu v pribéhu meidzy (Campbell a Reece, 2006). Z popisu vyplyva, ze smrze
maji multikaryotické hyty, tzn. Ze v jednotlivych bunkéch hyf se vyskytuje vice jader. Tato jadra
vSak nejsou pouze mnohondsobnou kopii pivodniho jadra, ale jsou pravdépodobné geneticky

heterogenni. Protoze se jadra lisi, nazyvame vznikla mycelia heterokaryoticka (Kopecky, 2008).
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V Zivotnim cyklu smrzovitych hub hraji vyznamnou roli tzv. sklerocia. Sklerocia (obrazek
8) jsou tmava klubic¢ka husté svinutych a zkracenych hyf. V této podobé jsou houby schopné
preckat obdobi nepfiznivych podminek jako je nedostatek vlahy a Zivin ¢&i nizké teploty.
V ptipadég, Ze se sklerocium dostane do ptiznivych podminek, vyrista z n€j opét vegetativni nebo

také primarni mycelium, coz je zdkladem pro tvorbu plodnic.

Obr. 9: Morchella conica, Sipkami jsou
ozna¢ena mikrosklerocia na sladinkovém agaru

Rod Morchella ma téméf kulovity nebo naopak kuzelovity klobouk srostly s tfeném.
Klobouk je hluboce jamkaty (lakundzni) s Zebrovitymi, navzajem propojenymi listami. (Kalina
a Vana, 2005). "Systém" prohlubni a zeber na klobouku byva velice rozmanity, coz ¢ini
taxonomtm veliké potize pii zatazovani smrzi do jednotlivych druhii na zakladé morfologie.
Spory smzu jsou kulovité a lehce ovalné. Asi nejjednodussi je rozdé€lit smrze dle amerického
vzoru do dvou skupin (podle trzniho, resp. gastronomického vyuZiti) na smrze svétlé a tmavé.
Do skupiny svétlych smrzii se zafazuji tfeba smrz obecny (M. esculenta) nebo jedly
(M. vulgaris). Jako piiklad tmavych smrzi se uvadéji smrz vysoky (M. elata), Spicaty nebo
kuzelovity (M. conica, obrazek 10). Zbarveni mladych klobouku je svétlé, mize byt Sedavé,
zatimco star$i plodnice maji klobouky zbarveny podle druhu a to od svétle hnédé, ptes okrovou
az po témef Cernou barvu. Trenn byva svétly a duty stejné jako klobouk. Vyska plodnice

se pohybuje okolo 10-20 cm (Kopecky, 2008).
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Obr. 10: Morchella conica: A) plodnice (pfevzato z: http://morelsandmore.com/morelpics.htm),
B) kli¢ici spora

Kacenka ¢eska (Ptychoverpa bohemica, obrazek 11) je houba, ktera se v prosvétlenych
listnatych hajich mirného pasu objevuje na jate mezi prvnimi, tedy ptiblizné od biezna do dubna.
Klobouk kacenky je vyrazn€ Zebernaty a matny. Jeho barva pfechazi od svétlych odstini hnédé
az po pletovou. Ke tieni je piirostly pouze ve svém vrcholu jinak je volny. V priméru dosahuje
klobouk velikosti od 2 do 4 cm na Sitku a pfiblizné 4 cm na vysku. Tien je duty, stejné jako
U ostatnich smrzovitych hub, i kdyz v mladi spiSe vatovity a mize dosahovat velikosti az 15 cm.
Spory jsou ovéalné. Kafenka je snadno zameénitelnd s jeji vzacnéjSi piibuznou kacenkou
naprstkovitou (Verpa conica), jejiz klobouk je ale na rozdil od kafenky Ceské pouze mirné
zvlnény nebo hladky. Zaména je také mozna za hadovku smrdutou (Phallus impudicus), ktera ale
pachne a roste v jinou dobu, nebo za smrze polovolného (Mitrophora semilibera), jehoz klobouk

je ale ke tieni pfirostly do poloviny své vysky (Chochel, 2009).

Obr. 11: Ptychoverpa bohemica A) plodnice (pfevzato z: www.nahuby.sk), B) mycelium a
nevykli¢ena spora
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4, EXPERIMENTALNI CAST
4.1  Material a metody

4.1.1 Piiprava ristového média pro kliceni spor

Pro studium vlivu RNOS bylo pouzito jednoduché kultivaéni medium osahujici 1%
agarézu (Agar-Agar SERVA, Feinbiochemica Heidelberg). Agaroza, ktera byla rozvatfena
v mikrovinné troubé, byla nanesena po 350 pl na podlozni skla do tvaru obdélniku o velikosti
cca 1,7 x 3,5 cm. Takto pripravena podlozni skla byla kratkodobé skladovana ve vlhké komurce
(jakakoli uzaviratelna nadoba s prouzky vlhké buni¢iny po obvodu). Pro experimenty provadéné

na konfokalnim mikroskopu byl objem média na podloznim skle zmensen na 300 pl.

Do 1,5ml mikrozkumavek byly ptipraveny suspenze vytrusit modelovych hub (viz tabulka
V) v 50 upl destilované vody (kontrola), ¢i 0,1 a 1,0mM roztoku modulatori koncentrace
reaktivnich forem dusiku - RNS a kysliku - ROS (viztabulka VI). Vytrusy hub byly
do mikrozkumavek pieneseny ze sporového izolatu na alobalu pomoci bakteriologické klicky.

Na kazdé podlozni sklo s 1% agardzou bylo napipetovano 25 ul dané suspenze.

Tabulka V: Pouzité modelové houby z celedi Morchellaceae

Houba _Ozn,acem Misto nalezu Sbératel Datum sbéru
1zolatu

Morchella conica 254 KIP ? M. Kitner 21.4.2010

Ptychoverpa bohemica 251 LIB Libina P. Havranek 17.4.2010

Tabulka VI: Postup pfipravy roztoki modulatorti hladiny RNS a ROS

Objem

Latka Typ Molekularni | Rozpousténé rozpoustédla Konc. zasobniho

modulatoru hmotnost mnozstvi (destilovana roztoku [mM]

H,0)

H,0, donor ROS 8,34 0,0113 ml* 10 ml 10

Kyselina y

askorbové lapac ROS 176,12 6,16 mg 350 l 100

o (antioxidant)

(vitamin C)

Imidazol lapa¢ ROS 68,08 2,38 mg 350 pl 100

GSNO donor RNS 336,32 1,18 mg 350 pl 10

¢-PTIO lapag RNS 3154 f’l;l}itg‘)' @317mM | 900 1

*) mnozstvi se odebira z 30% komerén& dostupného roztoku peroxidu vodiku (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)
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4.1.2 Stanoveni vlivu exogennich RNOS na dynamiku kli¢eni spor

Studium vlivu exogennich RNOS na dynamiku kliceni spor a morfologii kli¢icich vlaken
hub Morchella conica a Ptychoverpa bohemica bylo provedeno na podloznich mikroskopickych
sklech srastovym médiem, na které byly napipetovany roztoky obsahujici spory hub
a modulatory koncentrace RNS a ROS (koncentrace 0,1 mM a 1,0 mM). Po 24h inkubaci ve tmé
ve fytotronu pii teplotich 15°C a 10°C stfidajicich se ve 12h periodach byla pomoci
fluoresce¢niho mikroskopu Olympus BX60 pii zvétseni 100x az 200X a pocitacového programu
Olympus cellSens Standard méfena délka vyklicenych vlaken obou druhti hub a byla pozorovana
morfologie téchto vldken - délka hlavniho a protilehlého vldkna, pocet vétveni a délka
postrannich vlaken. V kazdém experimentu bylo vyhodnoceno 100 vyklicenych vytrust.
V piipadé¢ Morchella conica bylo hodnoceni provedeno v pruméru na Sesti podloznich sklickach
(tfi nezavisla opakovani), zatimco v piipadé Ptychoverpa bohemica bylo potieba sklicek
v priméru 18. Data byla zpracovdna pomoci statistického programu NCSS 2007 a programu
Microsoft Office Excell 2007.

4.1.3 Lokalizace molekul RNOS

Pro lokalizaci molekul RNOS byl pouzit konfokalni laserovy rastrovaci mikroskop
Olympus FluoView 1000 s invertovanym systémem Olympus IX 81. Pro pozorovani preparati
byly vyuzity Nomarského kontrast (DIC) a fluorescence (buzeni 100W Hg wvybojkou).
Pro lokalizaci molekul ROS a RNS byl pouZit excitacni argonovy laser (457nm, 488 nm, 515 nm
/ celkovy vykon 30 mW) a diodovy laser (blizky UV 405nm / 20mW). Pro zobrazovani a snimani
preparati byl pouzit pocitacovy software FV 1000 (Olympus, Japonsko). Pro 2,5D rekonstrukci
ze sérii n&kolika fezli byl pouzit pocitatovy software LCS Imaris 6.4. (Bitplane, Svycarsko).
Lokalizace ROS a RNS byla provedena na podloznich mikroskopickych sklech, na které byly
napipetovany roztoky obsahujici spory hub a modulatory koncentrace RNS a ROS (koncentrace
0,1 mM a 1,0 mM). Vzorky byly inkubovany po dobu 24 h ve tmé ve fytotronu pfi teplotach
15°C a 10°C sttidajicich se ve 12h periodach. Poté byly barveny fluorochromy DAF FM DA,
H,DCF DA a Hoechst 34580. Vlastnosti pouzivanych fluorochromt jsou uvedeny v tabulce 1.

Pro pozorovani a lokalizaci jader byl pouzit 20uM roztok fluorochromu Hoechst 34580.

Inkubace vzorku barvenym Hoeschst 34580 probihala ve tmé po dobu 10 min, nésledné byl
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ptidan fluorochrom pro lokalizaci molekul RNOS. Pro lokalizaci molekul ROS byly vzorky
nabarveny 10uM roztokem fluorochromu H,DCF DA. Inkubace vzorku po ptidani 50 ul
fluorochromu probihala ve tmé po dobu 10-15min. Jako negativni kontrola byl pouzit vzorek,
u kterého bylo provedeno piedptisobeni 1,0mM askorbatem (nebo imidazolem) po dobu 15 min
ateprve potom barveni fluorescenénim barvivem. Jako pozitivni kontrola slouzil vzorek,
na kterém bylo provedeno 15 minutové piedplsobeni 1,0mM peroxidem vodiku. Vysledna
koncentrace roztoku fluorochromu H,DCF DA byla i po pfidani ke vzorku s pfedpiisobenim stale

stejnd, 10 uM.

Pro lokalizaci molekul NO (resp. RNS) byly vzorky nabarveny pfidanim 50 pl roztoku
fluorochromu DAF-FM DA. Inkubace nabarvenych vzorkd probihala ve tmé po dobu 25 min.
Pti pozorovani na konfokalnim laserovém rastrovacim mikroskopu byly pouzity koncentrace
fluorochromu 20 a40 puM. Jako negativni kontrola byl pouzit vzorek, u kterého probé&hlo
pted obarvenim ptedplisobeni 1,0mM roztokem c-PTIO po dobu 15min. Jako pozitivni kontrola
slouzil vzorek s pfedpisobenim pomoci 1,0mM roztoku GSNO po dobu 15 min. Vysledna

koncentrace roztoku fluorochromu byla i po ptidani ke vzorku s ptedptisobenim stale stejna.

4.1.4 Vyvoj mycelia v delSim ¢asovém horizontu

Pro pozorovani vyvoje mycelia modelovych hub v del§im casovém horizontu byl
ptipraven sladinkovy agar, a to rozpusténim 7,5 g agaru (bobtnavost 14, Tamda, a.s., OZ
Olomouc), 5 g maltozy (Mr 360,3; SERVA, Feinbiochemica Heidelberg) a 2,5 g glukédzy
(Lachema, Brno) v 500 ml destilované vody. Takto pfipraveny roztok byl rozvafen a sterilizovan
v Erlenmayerovych banikach v autoklavu pfi teploté¢ 121°C po dobu 20 min. Rozvafené médium
bylo rozlito ve flowboxu do sterilnich plastovych Petriho misek (primér 9 cm). Na Petriho misky
bylo napipetovano 500 pl sterilizované vody obsahujici vytrusy modelovych hub nebo 500 pl
roztoku sterilizované vody s pfidanym modulatorem koncentrace ROS a RNS (koncentrace
0,1 mM a 1,0 mM). Voda byla sterilizovana 20 min v autoklavu pii teploté 121°C. Po piidani
suspenzi na zivn¢ médium byly Petriho misky umistény do fytotronu pro inkubaci ve tmé
pii teploté¢ 15°C a 10°C stridajicich se v periodach po 12 h. Vyvoj mycelia byl pozorovan

po uplynuti jednoho tydnu a jednoho mésice.
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Tabulka XIII: Délka protilehlych hyf M. conica (popisna analyza).
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6 DISKUSE

V této praci byl studovan vliv aktivnich forem kysliku a dusiku na dynamiku kliceni
vytrust vybranych hub z ¢eledi Morchellacea a zaroven v nich byly tyto molekuly histochemicky

lokalizovany pomoci konfokéalniho mikroskopu.

Vliv peroxidu vodiku nakliCeni je siln¢ zéavisly na jeho koncentraci. Zatimco
pii koncentraci 102 M bylo kliceni Magnaporthe grisea zcela inhibovano, pfi koncentraci 10° M
byl jeho efekt minimalni. Toxicita peroxidu vodiku se ale objevila i pii koncentraci 10™2 M
a op&t vymizela pii koncentraci 10™° M (Gessler a kol., 2007). Logicky by tedy absence peroxidu
vodiku mé¢la kliceni ovlivilovat pozitivn€, nicméné o této varianté¢ Gessler a kol. (2007) nemluvi.
V této praci byl testovan vliv peroxidu vodiku o koncentraci 0,1 mM a 1,0 mM na délku
a vétveni hyf hub M. conica aP. bohemica. V ptipadé nizsi koncentrace u M. conica nebyl
zaznamenan velky rozdil v délkach hyf ani zadné vétsi vétveni oproti hyfam spor inkubovanych
ve vodé (kontrola). Naopak u koncentrace 1,0 mM byly naméteny del$i hyfy a byl zaznamenan
I vét8i pocet vétvicich se vlaken. Vyssi koncentrace peroxidu vodiku méla tedy piekvapiveé
pozitivni vliv na rast (délku) hyf. Fakt, ze vytrusy vykli¢ily a zaroven mozny pozitivni vliv
peroxidu vodiku na samotny rust hyf je v rozporu s tvrzenim Gesslera a kol. (2007). Kratsi hyfy
M. conica nez u kontroly byly pozorovany u spor kli¢icich v roztoku 0,1mM kyseliny askorbové
(antioxidant), coZ by teoreticky potvrzovalo kladny vliv peroxidu vodiku na délku hyf, nicméné
po zvyseni koncentrace kyseliny askorbové na 1,0 mM, atim teoreticky zaroven jeste¢ vétSiho
snizeni koncentrace ROS, byly hyfy svou délkou podobné tém kontrolnim. Bylo ale zjisténo,
ze se kyselina askorbova miize také podilet na vzniku ROS, a to bud’ autooxidaci katalyzovanou
ptitomnosti kovovych iontl (ionty stiibra), nebo chelataci iontl stfibra, kterd napomaha k jejich
mobilizaci (Liu a kol., 2010). Nicméné zadné ionty stiibra nebyly do roztoku, ve kterych byly
spory inkubovany, ptidavany. Je tedy nepravdépodobné, ze by béhem kli¢eni doslo ke zminénym
reakcim, a proto je takovy vliv 1,0mM roztoku kyseliny askorbové na délku hyf piekvapivy.
MozZnym vysvétlenim je, Ze kyselina askorbova neni kvalitni antioxidant a nepodafilo se ji ROS

odstranit, jeji u€inek postupné vyprchava, nebo se ucastni jesté néjakych dalsich reakei.

Dle jiz publikovanych studii ma& vliv RNS, resp. NO, dudlni charakter, tedy ze maji
pozitivni 1 negativni vliv na kliceni a rist hub (Wang a Higgins, 2005; Song a kol., 2000).
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Dle Wanga a Higginse (2005) zvysena koncentrace NO potlacuje kliceni konidii Colletotrichum
coccodes. Opét ale zavisi na koncentraci, zatimco 1mM a 500uM koncentrace donoru NO kliceni
a rast zcela inhibovaly, pii koncentraci 100 uM bylo kli¢eni pouze zpozdéno. Negativni vliv
zvysené koncentrace NO byl potvrzen 1 v této praci. Spory, které byly inkubovany v 1,0mM
roztoku GSNO mély po 24h inkubaci krat$i hyfy nez spory inkubované ve vod¢. Negativni vliv
sice potvrzen byl, ale k uplnému potlaceni kli¢ivosti nedoslo. Zatimco Wang a Higgins (2005)
pouzili ve své praci SNP jako donor NO, v této praci byl pouzivin GSNO. GSNO dodava
az 8krat nizsi mnozstvi NO nez SNP (Ederli a kol., 2009), coz miize byt pfi¢inou netplné¢ho
potlaceni kli¢ivosti. Z toho logicky vyplyva, Ze snizenim koncentrace NO by mél byt rtst hyf
podporovan, coz potvrzuji vysledky nejenom této prace, ale 1 Wanga a Higginse (2005).

V této praci byl ale zaznamenan i pozitivni vliv NO, coz potvrzuje jeho jiz zminény
dudlni charakter. U spor inkubovanych v roztoku 0,1mM GSNO byly pozorovany naopak delsi
hyfy nez u kontroly. Song a kol. (2000) zjistili, Ze v dobé pied zahajenim tvorby plodnice
u penizovky sametonohé (Flammulina velutipes) dochazi v buiikach mycelia k naristu endogenni
hladiny NO. Je tedy mozné, ze inkubaci spor M. conica v 0,ImM roztoku GSNO bylo sporam
dodano podobné mnozstvi NO, jaké je produkovano pied tvorbou plodnic F. velutipes, a tudiz
dochdzi k intenzivnéj$imu ristu hyf. Vyssi koncentrace je pravdépodobné pro buniky do urcité
miry toxicka, a proto byly hyfy kratsi. Dle Kunerta (2000) ale ani pfidani 10mM roztoku SIN-1
(3-morfolino sydnonimin = molsidomin, donor peroxynitritu pouzivany k 1écbé anginy pectoris)
nezahubilo konidie Aspergilus fumigatus inkubované v 50mM Mcllvainové fosfat-citratovém
pufru (pH 6,5), ale zcela potlacilo klieni spor rostoucich na gluk6zo-peptonovém médiu a na
gluk6zovém médiu s dusi¢nanem sodnym. Kunert (2000) ale také zjistil, ze SIN-1 v koncentraci
do 5 mM neovliviyje kliceni konidii A. fumigatus rostoucich na gluk6zo-peptonovém mediu, ale
naopak kli¢eni konidii rostoucich na glukézovém médiu s dusi¢nanem sodnym bylo potlaceno.
Z toho vyplyva, Ze kromé samotné koncentrace donoru nebo lapace RNS hraje urcitou roli i typ
média, na kterém spory kli¢i. Nicméné v piipad¢ nasi prace muzeme vliv média zanedbat,
protoze pro rast spor bylo pouzivdno ve vSech pfipadech médium stejné, jednoduché kultivacni

médium obsahujici 1% agarozu.

JiZ nékolikrat avizovana toxicita peroxidu vodiku nebyla potvrzena ani v ptipadé klicicich

spor P. bohemica. Naopak, byl zaznamenan op¢t intenzivnéjsi rust hyf, nicméné v tomto piipadé
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k tomu doslo u spor inkubovanych v roztoku 0,1mM peroxidu vodiku, nikoli v koncentraci I1mM
jako u spor M. conica. V ostatnich variantach nebyly zaznamenany vyrazné rozdily ve srovnani
s kontrolou, ani v piipadé spor inkubovanych v 0,ImM roztoku kyseliny askorbové jako u spor

M. conica.

Spory M. conica kli¢ily vétSinou jednim nebo dvéma vlakny na protilehlych stranach
a vétveni hyf bylo minimalni. Naopak spory P.bohemica kli¢ily vyrazné¢ do prostoru, coz
znesnadnovalo jejich foceni a zkreslovalo samotné méfeni. Kli€ily i vice nez dvéma vlakny,
vetveni bylo Castéjsi a tim dochézelo k optickému piekryvani hyf, coz praci vyrazné prodlouzilo
a v nékterych piipadech mikroskopické méteni dokonce znemoznilo. Proto byl vliv moduléatort

RNOS na dynamiku kliceni P. bohemica stanoven pouze pro ROS, nikoli v§ak pro RNS.

Po obarveni spor roztokem fluorochromu Hoescht 34580 nebyl zaznamenan vyrazngjsi
fluorescencni signal. Vysledek je ponc¢kud pirekvapivy, protoze velikost molekuly fluorochromu
Hoechst 34580 je srovnatelna s fluorochromy HDCF DA a DAF FM DA, takze by jejimu
transportu do spor nemélo nic branit. Rodina fluorescenénich barviv Hoechst patii do skupiny
fluorochromi, které se vaZou na oblasti DNA bohaté¢ na AT. Je tedy mozné, Ze DNA vybranych
hub obsahuje téchto oblasti velmi malo a fluorochrom nema pfili§ prostoru se navazat. Nicmén¢
tato domnénka je pouhou teorii, kterd se nezaklada na presnéjSich studiich, a proto by musely byt

provedeny dal$i experimenty, aby mohla byt povaZovana za relevantni.

Spatny (resp. zadny) fluorescenéni signal byl zaznamenan u spor M. conica obarvenych
20uM roztokem DAF FM DA. Signal fluorochromu nebyl zaznamenan ani v samotnych sporach
ani ve spickach hyf, jak tomu bylo u hyf mykobionta lisejniku Ramalina lacera (Weissman
a kol., 2005). Slaby signal poskytovaly spory obarvené DAF FM DA az v koncentraci 80 uM.
Ani v experimentech s klicenim smrze (8-12 h v pokojové teploté) za Gcasti donord a lapaci
RNOS provadénych paralelné na katedie biochemie Univerzity Palackého v Olomouci nebyl
signal zaznamenan (Valova, 2011). Je tedy pravdépodobné, ze NO je ve sporach po 24h inkubaci
pfitomen ve velmi nizké koncentraci a ptfidany exogenni NO ovliviiuje tedy nejranéjsi faze
kliceni spor. Tyto vysledky jsou v rozporu s praci Wanga a Higginse (2005), ktefi pfitomnost NO
zaznamenali v konidiich, hyfach i ve zrajicich apresoriich Colletotrichum coccodes. Intenzita

fluorescence se sice liSila v zavislosti na stddiu kliceni, nicméné Wang a Higgins (2005)
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nepopisuji absenci signalu. Fluorescencni signal byl detekovan v apresorialnich hyfach Blumeria
graminis po obarveni 10uM roztokem DAF-2DA a jeho narlst byl zaznamenan v pribéhu
dozravani apresorii (Prats a kol., 2008). V jejich praci je ale zminéna 1 mySlenka piechodné
tvorby NO béhem zivotniho cyklu B. graminis, ktera je podlozena faktem, ze byla v ruznych
intervalech od inokulace konidii B. graminis na listy jeCmene (hostitel) zaznamenana rtizna
intenzita fluorescenéniho signalu. Velmi maly signal byl pozorovan také v dobé 20-24 h od
inokulace (Prats a kol, 2008). Je tedy mozné, Ze popsana absence NO ve sporach smrzovitych
hub po 24 h inkubace je také dikazem jeho pfechodné tvorby. Nicméné tuto myslenku vyvraci
fakt, ze signal nebyl zaznamenan aniV jinych casovych intervalech. Vzorky spor smrze
a kacenky, inkubované v roztocich modulatord RNS, neposkytovaly po inkubaci s DAF FM DA
signal ani v piipad¢ pozitivnich kontrol, kdy bylo pfed obarvenim preparati provedeno
predplisobeni vzorku 1,0mM roztokem GSNO. Silny fluorescencni signal byl zaznamenén pouze
v pripadé predptisobeni 1,0mM SNP. Tento fakt potvrzuje nejenom to, ze DAF FM DA je bez
problému transportovan dovnitt bungk, ale také ze SNP je mnohem lepsi donor NO nez GSNO
(Ederli a kol., 2009) a GSNO neni pro tento typ experimenti ptili§ vhodny, resp. pouziti GSNO

nemusi zajistit prokazatelné vysledky

Po obarveni spor 10uM roztokem H;DCF DA byl signdl zaznamenan iu spor
inkubovanych v roztocich modulatort RNS. Je tedy patrné, Ze zatimco je hladina samotného NO
ve sporach a hyfach minimalni, hladina RNOS (tedy i hladina jinych aktivnich forem dusiku,
nez je NO) je podstatné vyssi. Vyjimkou byly vzorky inkubované v 1,0mM roztoku kyseliny
askorbové. Piitomnost RNOS je vysvétlitelna relativné snadno. Jak jiz bylo nékolikrat zminéno,
RNOS jsou béznym produktem metabolismu bunky (Piterkova a kol. 2005; Gessler a kol. 2007),
proto byl signal zfetelny i v ptipadé spor inkubovanych ve vodé. Nicméné tuto domnénku vyvraci
fakt, ze zadny fluorescencni signal nebyl zaznamenan po obarveni S0uM roztokem DCHF-DA
u spor Penicillium expansum, které¢ byly 5h inkubovany ve vodé¢ (Lai a kol., 2011). Intenzita
signalu u spor smrze a kafenky inkubovanych v roztocich modulatorii ROS byla niz§i nebo
srovnatelna s kontrolou, coz mize byt zpisobeno tim, ze dodané exogenni RNOS rychle
vyprchaly, nebo byly odstranény antioxida¢nim systémem, a po 24 h jiz byla jejich hladina

snizena na béznou hodnotu. Pokud by to byla pravda, pak je zde prostor pro spekulace
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0 efektivnosti antioxida¢nich systémt hub M. conica a P. bohemica, protoze intenzity signald u

spor inkubovanych v 1,0mM roztoku peroxidu vodiku se mezi t€émito dvéma druhy lisi.

Dle vysledkii moji prace ovliviiuji RNOS vyvoj M. conica i dlouhodobé. Je zde tedy
moznost vyvratit pfedchozi tvrzeni, ze RNOS jsou spi$§ stimula¢nim nebo inhibi¢nim faktorem
pro kli¢eni, nez ze pfimo ovliviiuji samotné prodluzovani hyf. Z dlouhodobého hlediska by to
tedy znamenalo, ze v rané fazi kli¢eni spor dojde vlivem RNOS ke zménam procesti vztahujicich
se k celkovému zivotnimu cyklu houby, které se pak projevi tieba potlacenim tvorby
mikrosklerocii nebo naopak podporou jejich tvorby. Experiment, pfi kterém byl studovan vliv
RNOS na vyvoj mycelia v delSim ¢asovém horizontu ukdzal, Ze RNOS maji vliv na tvorbu
mikrosklerocii. Po mésici inkubace byla velkd mikrosklerocia vytvoifena na Petriho miskach
s0,ImM roztokem GSNO a 1,0mM roztokem kyseliny askorbové a mald mikrosklerocia
namiskach s 1,0mM roztokem peroxidu vodiku a 1,0mM roztokem GSNO. V ostatnich
pfipadech se mikrosklerocia nevytvofila, ani u kontroly. Tento experiment opét potvrzuje,
ze peroxid vodiku neni pro M. conica ptili§ toxicky, ba dokonce pozitivné ovliviiuje rist této
houby. Nutno podotknout, ze vV tomto pripad¢ je mozné fict, Ze piece jenom absence ROS
v disledku pisobeni kyseliny askorbové, byla pro tvorbu mikrosklerocii vyhodné&jsi. Byl
potvrzen i kladny vliv NO nartst a vyvoj M. conica, coz je podlozeno i vysledky prace Songa
akol. (2000). V jejich praci byl zaznamenan vzrust aktivity NOS, a tim i hladiny NO,
pted zahajenim tvorby plodnice Flammulina velutipes. Nejvyssi aktivita byla detekovana béhem
23. dne inkubace (72krat vyssi nez na pocatku kultivace), pak nasledoval jeji lehky pokles a 30.
den byla rozpoznana plodnice. U hub rodu Morchella bylo vypozorovano, ze se zaklady
nazrzlych mikrosklerocii za€aly na sladinkovém agaru tvofit jiz po sedmi dnech inkubace
apo 10 - 12 dnech zastavily svij rast (Havranek a kol., 2009). Je tedy patrné, Ze rast hub rodu
Morchella je rychlejsi nez v pripadé F. velutipes. Dlouhodoby vyvoj mycelia a mikrosklerocii
nebyl v moji praci podrobné studovan a dokumentovan, tento experiment byl proveden
pro doplnéni mikroskopickych pozorovani pouze jednou, vysledky nelze tedy piesnéji porovnat
s praci Songa a kol. (2000) nebo Havranka a kol. (2009).
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7 ZAVER

Cilem prace bylo porovnat vliv exogennich RNOS na dynamiku klieni vybranych
modelovych hub z ¢eledi Morchellaceae v pocate¢nich fazich kli¢eni a lokalizovat tyto molekuly
pomoci konfokalni mikroskopie. Bylo zjisténo, ze zvySena koncentrace peroxidu vodiku
podporuje rist hyf Morchella conica a naopak jeho nedostatek zptisobuje zpomaleni rustu. Rust
hyf je podpofen také zvySenim hladiny NO, nebo naopak jejich vyraznym snizenim. Co je ale
nutné podotknout, pti vyraznéjsim snizeni hladiny NO je rist hyf naopak zpomalen. Po vykli¢eni
se hladina peroxidu vodiku ve sporach 1 hyfach snizuje, nicméné€ jiné formy RNOS
se v cytoplazmé kli¢icich hyf oSetfenych moduldtory RNS vyskytuji. Molekuly NO byly

Vv cytoplazmé detekovany pouze v minimalnim mnozstvi.

Dano do souvislosti, o vlivu RNOS na dynamiku kli¢eni spor smrzovitych hub Morchella
conica a Ptychoverpa bohemica rozhoduje ptedevsim koncentrace téchto latek ve sporach. Vyssi
koncentrace peroxidu vodiku pozitivné ovliviiuje rust hyf, resp. neovliviiuje délku hyf jako
takovou, ale urychluje kli¢eni spor. Po 24 h neni ve sporach ani hyfach pfitomen ve vysokych
koncentracich. Jiné RNOS v cytoplazmé ale ptitomny jsou. Nedostatek peroxidu vodiku ma
negativni vliv na rust hyf, ale v del§im ¢asovém horizontu napomaha ke tvorbé mikrosklerocii.
Byl potvrzen dudlni charakter vlivu NO na kliceni a rlst hyf. ZvySena hladina RNS, ale 1 jeji
sniZzeni, napomahd k urychleni kliceni spor podobné jako peroxid vodiku, nicméné hladina
samotného NO je v buikdch minimalni. RNS také napomdhaji tvorbé mikrosklerocii.
Ptychoverpa bohemica neni diky svému intenzivnimu vétveni a rastu hyf vhodnym modelem

pro experimenty provadéné metodami pouZitymi v této praci.

Prace by mohla byt oznaCena za pionyrskou v oblasti studia biologie smrzovitych hub
ajejich reakci na RNOS. Vysledky prace by se mohly stit odrazovym mustkem pro dalsi
experimenty souvisejici s umelym péstovanim téchto hub, nebo pro experimenty, které by
se blize zaméfily na celkovou rychlost prodluzovani hyf a tim by vyvratily nebo potvrdily
predpoklady, ze RNOS jsou spiS stimulacnim nebo inhibi¢nim faktorem pro samotné kliceni

nez pro prodluzovani hyf.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CAT katalaza

c-PTIO 2-(4-carboxyfenyl)-4, 4, 5, 5-tetrametylimidazolin-1-oxyl-3-oxid
DAF - FM 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein
DIC diferencia¢ni interferen¢ni kontrast

GSNO S-nitrosoglutathion

H,DCF DA 2', T'-dihydrodichlorofluorescein diacetat

HR hypersenzitivni reakce

NiNOR nitrit:NO reduktaza

NOS NO syntaza

RNOS souhrnné oznaceni aktivnich forem kysliku a dusiku
RNS aktivni formy dusiku

ROS aktivni formy kysliku

SNP nitroprussid sodny

SOD superoxiddismutaza





