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1. CILE PRACE

Cilem teoretické casti mé bakalarské prace bylo vypracovat literarni reSerSi
zamétenou na 1/ funkci, metabolismus a vyznam reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS)
sdirazem na obranu rostlin vac¢i patogenum; 2/ charakteristiku Phytophthora spp.,
a predevsim patogenezi a elicitory P. parasitica.

Hlavnimi Ukoly experimentdlni ¢asti byly 1/ imunohistochemicka lokalizace
molekuly S-nitrosoglutathionu (GSNO) a enzymu S-nitrosoglutathion reduktédzy (GSNOR)
invivo utiech genotypa rajc¢ete (Solanum esculentum, S. chmielewskii a S. habrochaites)
s néslednym zobrazenim laserovou skenovaci konfok@ni mikroskopii; 2/ stanoveni specifické
aktivity GSNOR v rostlinném materialu v priabéhu 120 h patogeneze P. parasitica.



2. UvoD

Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS) jsou vyznamné signdlni molekuly,
které vzajemné interaguji a hraji dilezitou roli v rostlinné odpovédi na bioticky i abioticky
stres (Wendehenne et d., 2005). V predchozich experimentech byly Uloha a metabolismus
RONS studovény v listech tfigenotypt rajéat (Solanum esculentum, S, chmieewskii,
S habrochaites), které se lisi odolnosti vic¢i padli a abiotickym stresoram, v interakci
sbiotrofni houbou Oidium neolycopersici a pri abiotickém stresu (Lebeda et al., 2014).
V této préci byl tento rogtlinny materid inokulovan hemibiotrofnim patogenem Phytophthora
parasitica.

Reaktivni formy kysliku (ROS) patti mezi signalni molekuly, které se G¢astni zmén
exprese geni u stresovanych rostlin. V nadmérné koncentraci zpasobuji poskozeni bungk,
véetné bunek patogent (inaktivaci enzymi, oxidaci proteini, poskozeni DNA a RNA),
apodilgji se na hypersenzitivni reakci (HR), kterou rogtliny eliminuji patogenezi (Piterkova
et al., 2005).

Reaktivni formy dusiku (RNS), v cele s oxidem dusnatym (NO) jako jednim
z ngjroz&irengjSich mezibunéeénych posli, byly studovany nejdiive u savci. Uloha NO
v rogtlinnych systémech byla popsdna uz v roce 1979, ale studium signalnich drah
aobrannych reakci rostlin pii infekci patogenem je zkouméno aZz v podednich 20 letech.
NO je zapojen do celé rady fyziologickych procesi, mezi které patii kliceni, rast a kveteni
rogtlin, pohyb praducht, senescence listt, programované bunééna smrt aHR (Piterkovaet al.,
2008). S-nitrosoglutathion (GSNO) je dulezitou zasobni molekulou NO, ktery mize byt
uvolnovan ¢innosti S-nitrosoglutathion reduktazy (GSNOR). U nekterych rostlin byly snizena
aktivita GSNOR a v jegjim dusledku hromadéni S nitrosothiola korelovany svysSi rezistenci,
avSak u jinych tomu bylo naopak. V rogtlinéch tykvi a hrachu vystavenych mechanickému
aabiotickému stresu byly nalezeny zvy3ené hladiny GSNOR (Kubienova et al., 2014b).
Vevztahu rgjcat spadlim byla zvy3end aktivita enzymu nalezena u rostlin svysSi rezistenci
k O. neolycopersici (Kubienova et al., 2014a). V této préci se vénuji tloze GSNO a GSNOR
v interakci rostlin Solanum spp.- s hemibiotrofnim patogenem Phytophthora parasitica.



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Strategie patogenu

Zivotni cyklus patogena je primarné zavisly na okolnich podminkéach a na prisunu
Zivin. Jeho rust areprodukce maZe probihat bud’” uvniti, nebo na povrchu hostitelské rostliny,
¢imz ji znaéné poskozuje (Yamaoka et Takeuchi, 1999). Paziticky organismus maze byt
celym svym Zivotnim cyklem vézan na hostitele, pak hovoiime o obligétnich parazitech,
nebo po razné dlouhou dobu pieZzivat mimo hostitele, pak se jedna o fakultativni parazity.
Podle zpasobu vyZivy rozezndvame tii strategie rostlinnych paraziti. Biotrofni parazité
sevyznxiuji tim, Ze zdrojem Zivin je Zijici hostitelska bunika; nekrotrofni parazité v prvni
kroku usmrti buiiky hostitele, které nasledné vyuziti jako zdroje vyZivy; hemibiotrofni
parazité ziskavaji prvotné Ziviny stejnym zpusobem jako biotrofni patogeny, avsak po kréatké
dob¢ dochazi k prechodu na nekrotrofni zpisob vyZivy (Parlevliet, 1996).

Mezi biotrofni patogeny obecné patii viry a viroidy, nékteré bakterie, oomycety,
houby avysSi rostliny vytvéejici haustoria. Biotrofové vytvéreji oproti nekrotrofaim pouze
malé mnoZstvi extracelularnich enzymu ¢i elicitort, maji Uzky okruh hostitelti a fadu z nich
nelze subkultivovat na umelych médiich (Véchet, 2012).

Nekrotrofové mohou byt zastupci bakterii a hub, jsou druhové méné specializovani
nez biotrofni patogeny. Jsou schopni produkovat velké mnozstvi extracelularnich enzymu,
které naruduji bunécnou sténu napadené rostliny a usnadiuji pranik do bunék. Prikladem
téchto enzymi mohou byt napriklad celulazy, které se aktivneé podileji na rozkladu celulézy,
pektinazy degradujici pektin, oxidazy, atd. Nekrotrofni patogeny byvaji schopny tvorit
toxické latky, pomoci kterych naruduji metabolizmus hostitele a vedou k tvorbé nekroz.
Nekrotrofové pak rostou na mrtvém pletivu a vystavuji se tak soupereni se saprofytnimi
mikroorganizmy.

Prechod mezi biotrofnimi a nekrotrofnimi patogeny predstavuji hemibiotrofové, kteri
se svou pocéecni fazi vyvoje podobaji biotrofum, ale pozdgji prechézeji do nekrotrofniho
stadia (Véchet, 2012). Nedavné studie ukézaly, Ze u nékterych druht hub produkujicich
vyznamné toxiny, dochazi béhem infekce hostitelské rostliny k preprogramovani metabolismu
a sniZeni produkce toxinu tak, Ze je lze povaZzovat téméi za biotrofy - napt. Cladosporium
fulvum parazitujici na listech rajéat (Collemare et d., 2014).
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3.2 Obecna charakteristika a patogeneze Phytophthora spp.

Jednd se o0 eukaryoticky organismus, ktery je fazen dofiSe Chromista, tridy
Oomycetes, oddéleni Peronosporomycota, ¢eledi Pythiaceae. Tyto mikroskopické houbové
organismy jsou vétSinou saprofyté nebo fakultativni i obligétni parazité (Kalina et Vana,
2005). Stélka vétSiny parazitickych druhti je charakteristicka vl&knitym, vétvenym
aneprehradkovanym myceliem (obrézek 2) s mnohojadernym protoplastem, jadra maji
velikost asi 3 um. U oomycet maZzeme ziidka také nalézt centrdni vakuolu a mitochondrie,
které maji trubicovité prepazky. Specifickou strukturu pak predstavuje tzv. DBV systém
(,dense body vesicles system"), ktery zajistuje polymeraci glukant, jenZ jsou dulezitou
slozkou pri tvorbé buné¢né stény nebo zoospor. Zasobni latky vyskytujici se v buné¢né sténé
jsou sloZzeny primarné z rozpustného B-1,3-glukanu, nazyvaném také jako mykolaminaran
(Kalina et Vana, 2005).

Phytophthora parasitica je jeden z ngjnic¢ivéjSich fytopatogend, ktery je schopny
infikovat vice nez 100 druha rostlin. Jgjimi nej¢astéjSimi hogtiteli jsou rostliny z ¢eledi
lilkovitych, mezi které patii rajéata, papriky, lilek, brambory a tabdk. Vyznamnou
hostitelskou skupinou mohou byt také ovocné stromy a jejich plody, kam fadime
napr. citrusy, oiechy, mandle, pistécie, papaju, broskve, Svestky, merunky, jablka, hrusky,
avokédo nebo granatové jablka. Dale napada zeleninu, zahrnujici tykvovité a kostédovité
druhy, nebo rizné okrasné rostliny. P. parasitica je nejvice problematicka v oblastech
Stredomori, kde je vysokd teplota vzduchu i pidy spole¢né snadmérnou vihkosti
ze zavlazovani. Tento patogen vyvolava také rozsahlé Skody ve Skolkach, sklenicich
i v hydroponickych systémech. Phytophthora infikuje stejnou mirou jak koteny, tak stonky,
listy a plody hostitelské rostliny (Erwin et Ribiero, 1996). Tento hemibiotrofni parazit
zpasobuje uvadani rostlin, korovou i listovou nekrézu, nebo také listové spaly achlorézy.
Dalsimi ptiznaky jsou hniloba plodua, kotent, vyhont, hliz i mladych pupent (Agrios, 2005).

Pribuzna, v podminkach CR pavodni, Phytophthora infestans se fadi mezi
ekonomicky vyznamné parazity rostlin, které maji znacny hospodéisky dopad. Infekce
P. infestans vyvolava Zlutohnédé az tmavohnédé nekrdzy listt brambor a dalSich lilkovitych
roglin. Plisné¢ zpiasobené P. infestans jsou pozitivné ovlivnény vihkymi a chladngjSimi
podminkami (Agrios, 2005; Kalina et Vana, 2005). Obrazek 1 demonstruje, Ze P. parasitica
svelikosti genomu 71 Mb spada v rdmci rodu Phytophthora do stejné vyvojové vétve jako
P. infestans (Cooke et al., 2000).
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P. pseudotsugae
P. parasitica
P. tentacula
4|—{ r P. phaseoli

I_ "
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P. ramorum

Obr. 1: Fylogeneticky kladogram pribuznosti P. parasitica s ostatnimi druhy. (Prevzato z:
<http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/Phytophthora_parasitical GenomeDescripti
ons.html#Phytophthora_parasitica>, 21. 3. 2014).

3.3. Biologie a Zivotni cyklus Phytophthora spp.

Reprodukce Phytophthora probiha bud’ sexudlné, nebo asexudlné. Pri nepohlavnim
rozmnozovani jsou tvoiena sporangia, ze kterych jsou ve vodnim prostiedi uvolnovany
jednojaderné dvoubicikaté zoospory (obrézek 4). U vétSiny zastupct se vyskytuji pohyblivé
zoospory, které jsou typické svymi boc¢né lokalizovanymi biciky, najejichz povrchu
se nachézi dvé fady trubicovitych mastigonemat. Jednotlivé bic¢iky mezi sebou sviragji Uhel
130° a maji raznou délku; piedni périty bicik je vétSinou kratdi neZ zadni. Sporangia
(vytrusnice) hruskovitého tvaru se utvéi na specializovanych hyfach zvanych sporangiofory
(obrézek 3). Kromeé tvorby zoospor se vytvéregji tlustosténné somatické chlamydospory,
které slouzi k preZiti nepiiznivych podminek.

Béhem pohlavniho rozmnoZovéni, které se nazyva oogametangiogamie, se vytvareji
specializovana gametangia (pohlavni organy); sam¢i jednobunéené antheridium kyjovitého
tvaru a sami¢i ovalné oogonium, které obsahuje sami¢i pohlavni buiky zvané oosféry.
Anteridia jsou hormondlné pritahovana k oogoniim, kde jakmile dojde k vzgemnému
kontaktu, za¢nou prechazet samki jadra pomoci kopulatnich kanalka do oogonia. Po splynuti
se takto oplozené oosféry meni na tlustosténnou oosporu (zygotu), kterd ma trivrstevnou sténu
(exospor, epispor, endospor) (Erwin et Ribiero, 1996; Kalina et Vana, 2005). Schéma
Zivotniho cyklu je znazornéno na obrézku 5. U oddéleni Peronosporomycota v Zivotnim cyklu
pievliadda diploidni stav, coZ je odlisné od hub, které jsou v priabéhu veétsi ¢ésti Zivotniho cyklu
haploidni (Kalina et Vana, 2005).
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Obr. 2: Detail mycelia P. parasitica pod stereomikroskopem, zvétSeni cca 40x.

Obr. 3: Sporangium (vytrusnice), ve které se vytvéareji dvoubicikaté zoospory.
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Obr. 4: Kligici zoospory P. parasitica, které jiz ztratily biciky.

Obr. 5: Schéma Zivotniho cyklu Phytophthora spp.
(Prevzato z: <http://www.faculty.virginia.edu/evolutionlabs/Speciation Lab One.html>,
21. 3. 2014).
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3.4. Elicitory Phytophthora spp., mutanty téchto oligopeptidi a jgich G¢inky

Elicitory jsou slouceniny, které pochazeji z patogent, podili se na interakci rostlina-
patogen a jsou schopny spustit obrannou reakci (Lochman et al., 2005). Elicitiny jsou
proteinové elicitory produkované tiidou Oomycetes, konkrétné rodem Phytophthora, které
maji vysoky stupen homologie. Elicitiny patii do skupiny malych proteint, které se rozdéluji
podle izoelektrického bodu (pl) na kyselé (o-€licitiny, pl =3-5) azékladni (B-€licitiny,
pl = 7-9) (Svozilova et al., 2009). Vétsi léze jsou schopny vyvolat B-elicitiny, které
se od a-€licitina liSi svymi strukturnimi vliastnostmi. Elicitiny jsou sloZeny z 98 aminokyselin,
které jsou navzgem propojené tremi disulfidickymi mastky, a maji schopnost vazat do své
struktury steroly nebo mastné kyseliny (Boissy et d., 1996; DobeS et al., 2004).

Kryptogein je z&kladni protein o velikosti 10 kDa vylucovany fytopatogenem
Phytophthora cryptogea. Jedna se o hydrofilni protein, ktery ma hydrofobni kapsy ajedno
vazebné misto se silnou afinitou k dehydroergosterolu. Funkce kryptogeinu je katalyticky
pienos sterolt mezi fosfolipidovymi membranami (MikeS et a., 1997). P. cryptogea
produkuje nizkomolekularni proteinovy elicitin, kryptogein X-24, ktery zpusobuje
hypersenzitivni reakci, tvorbu nekrdz, inhibuje pienos glukézy v tabdku a ochraiuje jeho listy
pied infekci patogenem P. parasitica var. P. nicotianae (Blein et al., 1991). Z pavodniho
kryptogeinu X-24 byly vyvinuti mutanti V84F, L41F a L41F/ V84F. Tise vzgemné |isi
raznou dfinitou ke sterolam, mastnym kyselinam, odliSnou tvorbou ROS aschopnosti
aktivovat obranné geny. Mutant kryptogeinu V84F ztratil schopnost vazat steroly a mastné
kyseliny, aktivné se podili na produkci ROS a spou&i expresi obrannych geni. U varianty
L41F muaZzeme sledovat pokles afinity k mastnym kyselinam a snizeni tvorby ROS.
U kryptogeinu L41F/ V84F se vyskytuje snizend produkce ROS a exprese gend, nevytvari
seani vazba se steroly a mastnymi kyselinami. Po aplikaci fytopagena se u obou mutanti
L41F a L41F/ V84F neobjevily Zadné viditelné nekrdzy (Dobes et al., 2004).
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3.5. Charakteristika a role reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS) v obrané
rostlin vi¢i patogenam

3.5.1. Metabolismusarole reaktivnich forem kysliku

VétSinarostlin je béhem svého Zivota vystavovana stresovym faktoram, které mohou
byt povahy biotické (napadeni patogenem, pozZer, stdrnuti) nebo abiotické (extrémni svétlo,
teplo, dostupnost vody, pusobeni riznych chemickych latek) (Catala et al., 2010). Rostliny
se obecné proti stresu mohou chrénit bud’ pasivng, tzv. ,avoidance mechanisms’ - vytvéari
mechanickou bariéru, nejéastéji v podob¢ silné kutikuly na listech, impregnace buné¢nych
stén; nebo aktivng, tzv. ,tolerance mechanisms* - kdy k omezeni negativniho dopadu stresori
dojde az po interakci s plazmatickou membranou bunék a symplastem. Dochézi ke vzniku
stresové reakce, kterd je ovlivnéna intenzitou a dobou pasobeni stresového faktoru, a také
samotnou rostlinou (stadium vyvoje, vitalita, genotyp i adaptacni schopnosti rostliny).
V piirodé jsou rogtliny ¢asto vystaveny soucasné vice stresovym faktoram (Piterkova et al.,
2005). Hladina reaktivnich forem kysliku (,reactive oxygen species’, ROS), ktera
je zanormélnich podminek v bunkéach nizka, rychle stoupa po narugeni homeostézy a dochéazi
k tzv. oxida¢nimu stresu diky nerovnovéze mezi tvorbou a odbouravanim ROS (Mittler,
2002). Reaktivni formy kysliku se mohou chovat jako signalni molekuly pro expresi geni
nebo jako toxické latky, ¢imz se v obou pripadech mohou podilet na obrannych procesech
uroglin (Neill et al., 2002). ROS spolu s glutathion systémem (bude vysvétleno dale) hraji
klicovou roli pii komunikaci a koordinaci genové exprese be¢hem interakce rostlin
se symbionty ¢i patogeny (Catala et al., 2010). V nadmérném mnozstvi ROS zpusobuji
inaktivaci enzymu, oxiduji proteiny nebo mohou poskozovat DNA a RNA. Hypersensitivni
reskce (HR) u rostlin nastava v disledku zvySené koncentrace RONS, piedevSim
peroxydusitanu (Delledonne et a., 2002; Gaupels et al., 2011).

Zdrojem ROS jsou produkty béZzného bunééného metabolismu, mezi které patti
dychani v mitochondriich nebo fotolyza vody v chloroplastech (Dat et al., 2000). Dée
vznikaji NADPH oxidazou v plazmatické membrang, ale i v jinych organeléch jako v bunéené
sténé, endoplazmatickém retikulu a hlavné peroxizomech. Atmosféricky molekularni kyslik
maZe byt redoxnimi reakcemi preménén na aktivnéjsi formy, kterymi jsou napi. singletni
kyslik, superoxidovy aniont nebo O, . Tvorba dalSich aktivnich forem kysliku, mezi které
patii peroxid vodiku (H20,), superoxidovy nebo hydroxylovy radikdl (OH-), je stimulovana
singletnim kyslikem. Je to prévé hydroxylovy radikdl, ktery méa schopnost nicit lipidy,
nukleové kyseliny a proteiny (Piterkovaet a., 2005).
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K ochrané¢ bunék pied oxidaénim poskozenim slouzi antioxidanty lokalizované
v riznych bunécnych strukturdch. Jednd se konkrétné o neenzymové a enzymové obranné
mechanizmy. NejucinngjSimi  rostlinnymi antioxidanty je vitamin C (askorbét), déle
B-karoten, redukovany glutation a vitamin E (o-tokoferol) (Chen et Gallie, 2004;
Shalataet a., 2011). Jako univerzalni obrana potom pusobi specializované enzymy
jako superoxiddismutéza (SOD, EC 1.15.1.1), peroxiddza (EC 1.11.1.7), kataldza (CAT,
EC 1.11.1.6) aenzymy askorbét-glutathionového cyklu (Piterkovaet a., 2005).

V aerobnich organismech miZeme sledovat piitomnost SOD, kterd se vyskytuje

hlavné v cytoplazmé a organeléch jako jsou peroxizomy, chloroplasty nebo mitochondrie.
Vyznamnou funkci SOD je katalytick& preména superoxidového radikalu na peroxid vodiku
(H20,). V peroxizomech vSech aerobnich eukaryot se nachazi tti isoformy enzymu katalazy
ato CAT1, CAT2 aCAT3, které se vyskytuji v riznych ¢astech rostliny. V listech se nachazi
piedevsim CAT1, jejiz funkci je degradovat H,O,, ktery vznikl jako odpadni produkt béhem
fotorespirace. V cévnich svazcich je lokalizovana CAT2 a enzym CAT3 se vyskytuje
nejcastéji v glyoxyzomech semen a mladych semenécku, kde zpasobuje odstranovani H,O..
Kataldza ma schopnost vyvolat kataldzovou nebo peroxidazovou reakci. Jestlize je vyvolana
kataldzova aktivita, dochézi katalyzou CAT Kk ptimému rozpadu peroxidu vodiku.
Peroxidazova aktivita zase vyvolava oxidaci latek, mezi které patii methanol, ethanol,
formaldehyd nebo formé. Skupina enzymu obsahujici glutathionperoxidazu zastavuje
peroxidaci membranovych lipida, kde dochazi k redukci H,O, pomoci molekuly glutationu,
kterd slouzi jako redukeni ¢inidlo. Enzymy askorbét-glutathionového cyklu, mezi které se radi
askorbétperoxidéza (APOX, EC 1.11.1.11) nebo glutathionreduktdza (GSNOR, EC 1.6.4.2),
se nachazi vtakovych oblastech, kde je absence CAT, a vyuZivaji ke svym procesim
glutation nebo kyselinu askorbovou (Piterkovaet d., 2005).
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3.5.2. Metabolismusarolereaktivnich forem dusiku

Oxid dusnaty (NO) je vyznamna signdlni molekula, vznikajici pii aerobnim
metabolismu u prokaryot i eukaryot. V Zivocisné i8S ma daleZity vyznam zejména
pri zanétech atrombozéach, Ucastni se vazodilatace, imunitni odpovédi a neurotransmise.
Urostlin hraje NO spolecné s reaktivnimi  formami kysliku hlavni roli v béZnych
fyziologickych procesech, mezi které mizeme zaradit kliceni, rast stonku i kotent, kveteni,
opyleni a oplozeni, senescenci listti, pohyb praduchia. NO je dulezity i pri reakcich na biotické
aabiotické stresové podminky (Wendehenne et al., 2004; Yu et a., 2014). U rostlin
resistentnich vaci nékterym patogenim se jako obranny mechanizmus uplatiuje
hypersenzitivni reakce (HR), tj. rychlé lokani buné¢na smrt vedouci k eliminaci biotrofniho
patogena, pii jejimz spusténi hraje NO zésadni roli (Delledonne et al., 2001).

Oxid dusnaty u Zzivogichti vznika cinnosti NO-syntdzy (NOS). Tento enzym
rozlisujeme ve 3 formach a to neurondni (NNOS), indukovatelna (iNOS) a endotdlidlni
(eNOS). Funkci vSech trech typi NOS je oxidace L-argininu na L-citrulin a NO.
U rostlinnych bunék miazeme odlisit dva rizné zdroje vzniku molekuly NO a to bud’
enzymove, nebo neenzymové. Enzymova tvorba NO je zavisld na nitréd reduktaze (NR)
(Wendehenne et a., 2001). Jednd se o homodimerni protein, jehoZz hlavnim Gkolem
v roglinnych bunkéch je katalyza NAD(P)H-dependentni redukce dusi¢nanu na dusitan
(Yamasaki et Sakihama, 2000).

U rodlin je situace slozitd, struktura NOS je znama pouze u fasy Ostreococcus.
Doposud bylo popsano celkem 6 moznych enzymatickych zdroji NO. Na tvorbé NO
se podilgji nitréreduktaza (NR) a nitrit:NO reduktaza (NINOR) vazané na plazmatickou
membranu. NR muaZe byt i v cytoplazmé, v chloroplastech ¢i v cytoplazmé lokalizovany
enzym podobny NOS (,NOS-like* enzym), v peroxizomech xanthinoxiddza (XOD),
doplnéné o cytochrom c oxiddzu anebo reduktazu (cytochrom P450) v mitochondriich
apravdépodobné kienovou peroxidazu, kterd zapiitomnosti peroxidu vodiku miaze
katalyzovat vznik NO in vitro, (obrézek 6) (Piterkova et al., 2008; Yu et a., 2014).
V peroxizomech, kde byla zji&éna pritomnost XOD, je tvorba NO nejvysSi (Corpas
et Barroso, 2014). Zde také dochazi k reakci NO se superoxidem za vzniku peroxydusitanu
(obréazek 7).
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Obr. 6: Zdroje podilgjici se na tvorbé oxidu dusnatého (NO).
(Prevzato z: Yu et d., 2014).

Také neenzymoveé procesy se podilegji na tvorbé NO, kdy pod vlivem nizkého pH
v apoplastu dochazi k redukci dusitanu a ten poté dismutuje na NO a dusi¢nan. Chemicka
redukce dusitanu na NO a kyselinu dehydroaskorbovou miZze také nastat v pripadé reakce
skyselinou askorbovou pri dodrZeni fyziologickych podminek pH. DalSim neenzymovym
procesem vyskytujicim se v membranach chloroplastti, je preména NO, na NO, ktera probiha
zasvétlaaje katalyzovana karotenoidy (Piterkovaet a., 2008).

NO- je vysoce reaktivni a tudiz i velmi nestabilni plynny radikdl, ktery snadno
difunduje pies buné¢né membrany. MiZe byt bud” donorem, nebo také akceptorem elektronu,
piicemz dochézi ke vzniku energeticky vyhodnéjSich struktur, mezi které se fadi nitrosoniovy
kation (NO") a nitroxylovy anion (NO") (Durner et al., 1998). Literatura udava, Ze polocas
Zivota NO dosahuje méné nez 6 s (Thomas et al., 2001). V aerobnim prostredi dochazi
k redukci molekularniho kysliku (O,) na superoxidovy anionradikal (O, ), pricemz nasleduje
reakce O, sradikdlem oxidu dusnatého (NO-) za vzniku peroxydusitanu (ONOO).
V piipadé akumulace NO, zpisobuje ONOO oxidativni poskozeni bunék (Wendehenne
et a., 2001). Peroxydusitan, jakozto silné nitra¢ni cinidlo, maZe také vznikat reakci kysliku
O snitrosylovym aniontem (NO); dal§i moznosti je redukce nitrosyldioxylového radikalu
(ONOO) se superoxidem (Hnizdova et al., 2009). Peroxydusitan ma také schopnost
interagovat s proteiny, lipidy a DNA a podilet se tak na syntéze prislusnych nitroso-
anitroderivétu (Szabo et a., 2007).
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Obr. 7: Prehled nejvyznamnégjSich reakci NO v rostlinach in vivo.

1) Oxidace radikdlu NO- vede ke vzniku nitrosoniového kationtu NO”.

2) Interakce NO- s volnymi kovy za vzniku nitrosylkomplexi nebo interakce s kovy
v hemovych kofaktorech enzymi jako je napt. guanylatcyklaza.

3) NejvyznamngjSim reakenim partnerem NO- v rostlinach je superoxidovy anionradika —
vzniké peroxydusitan.

(Prevzato z: Besson-Bard et al., 2008).

NO- muaZze také ptimo interagovat s volnymi atomy kova za vzniku
nitrosylkomplexi. Reakce, ktera si Zada pozornog, je vazba radikdlu NO- na hemovou
prosthetickou skupinu guanylédtcykldzy. Dochézi ke zméné konformacni struktury, ktera
zpusobi, Ze se aktivita enzymu zvySi cca 200x, a tento mechanizmus vyvolé tvorbu
cyklického guanosinmonofosfatu (CGMP). Zivotnost komplexu NO-hem je velice krétka,
udava se polocas rozpadu méné nez 0,2 s (Brown et Borutaite, 2002; Bruckdorfer et al.,
2005). ZvySeni hladiny cGMP, ktery v bunkach vystupuje jako sekundérni pienaSec,
ovliviuje aktivitu cGMP-dependentnich proteinkindz, cGM P-dependentnich iontovych
kandli afosfodiesterdz (obrazek 7). Presto, Zeexistence guanylétcykldzy nebyla u rostlin
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doposud prokazana, je znama alespon funkce signalni molekuly cGMP, kter4 ma schopnost
regulovat iontové kandly nebo indukovat geny podilegjici se na produkci obrannych latek
aUzce souvisi s prestavbou cytoskeletu (Walden, 1998).

DalSimi partnery NO- mohou byt atomy Zeleza vyskytujici se v aktivnim misté
cytochromu coxiddzy nebo komplex nehemového Zeleza Fe-S proteind Iezicich
v membranéch mitochondrii (Brown et Borutaite, 2002). Na obrézku 7 je znézornén piehled
reakci, kterych se radikdl NO- v rostlinnych bunkach U¢astni.

Krom¢ nitrosylace je vyznamnou posttranslacni kovalentni modifikaci proteini
i nitrace, ktera je zaloZena na vzgemné interakci skupiny —NO, s aminokyselinami typu
tyrozin (Y), tryptofan (W), cystein (C) a methionin (M) (Corpas et al., 2009).

Nitrace tyrosinu je uskutetnéna navéazanim skupiny —NO, do polohy ortho
na aromatickém kruhu tyrozinového zbytku, pricemz dochézi ke zméné struktury, ktera vede
k poruseni aktivity ak zamezeni fosforylace proteinu (Hnizdovaet al., 2009).

Princip S-nitrosylace je realizovan kovalentni vazbou —NO skupiny na skupinu —SH
v aminokyseling cysteinu (obrézek 8) (Hoffmann et a., 2003).

Sulfenic acid Disulfide Sulfonic acid
I = J | |

—L__T___ __j_____ j____ — _(;x;d_a;on ) ]||
—

I SNO l SO,H

S-Nitrosothiol Sulfinic acid

Obr. 8: Oxidani posttranslacni modifikace.
(Prevzato z: Yu et d., 2014).

21



3.5.3. Charakteristika, vyznam a funkce S-nitrosoglutathionu (GSNO)

S-nitrosoglutathion (GSNO) vznik& reakci glutathionu (GSH, tripeptid sloZeny
z aminokyselin kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu) sNO- a je povaZzovan za jeden
z ngjrozsirengjSich nizkomolekuldrnich S-nitrosothiola (RSNOs). Sumérni vzorec GSNO
je CioH1sN4O;S  asystematicky nazev  2S-2-amino-5-[[2R-1-(karboxymethylamino)-3-
nitrososulfanyl-1-oxopropan-2-yl]amino]-5-oxopentanova kyselina (obrazek 9). GSH mize
hrédt vyznamnou Ulohu v regulaci bioaktivity NO-. GSNO miZze zadanych podminek
uvolinovat molekulu NO- nebo slouzit jako vektor pri jeji distribuci na vzdalenych mistech
organismu (Zhao et al., 2004).

Tvorba GSNO, ktera probihd v aerobnim prostredi, je zavisla na interakci mezi
glutathionem areaktivnimi formami dusiku. GSNO hraje hlavni roli v regulaci fyziologické
hladiny S-nitrosothiolti v bunkach (Kubienova et a., 2013b). Bylo zjisténo, Ze aktivita
cytosolarniho enzymu GSNO reduktazy (GSNOR) je jednou z vyznamnych vlastnosti, ktera
ovliviiuje celkové mnozstvi GSNO. Heterogenni transport GSNO v rogtlinnych bunkéch
je zavisdy na vyskytu GSNOR. Tento enzym se podili nakatabolizmu GSNO, ktery neni
schopny prochézet pies plazmatické membrany (Carver et d., 2005).

Analyza GSNO prokazala, Ze nejhojnéjSi vyskyt této molekuly je v koienech,
anasledné také v lisech a stoncich, coz piimo koreluje s obsahem NO v jednotlivych
rostlinnych organech a neptimo imérne s aktivitou GSNOR (Corpas et al., 2013). Na obrézku
10 je ukazka interakce GSNO a jeho metabolismus v buikéach.
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Obr. 9: Strukturni vzorec GSNO.
(Prevzato z: <http://en.wikipedia.org/wiki/File:Nitrosoglutathione.svg>, 14. 3. 2014).
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Obr. 10: Schéma interakce S-nitrosoglutathionu (GSNO) a jeho metabolizmu v buikach.
(Prevzato z: Corpaset a., 2013).
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3.5.4. Charakteristika, vyznam a funkce S-nitrosoglutathion reduktazy (GSNOR)

Synomymem pro S-nitrosoglutathion reduktazu (GSNOR) je také NAD*-dependentni
formaldehyd dehydrogendza, ktera se fadi do rodiny zinek-dependentnich alkohol
dehydrogenaz tiidy 111 (ADH3, x-ADH). Ty jsou typické svou vysokou afinitou k alkoholim
obsahujici deli retézec. Enzym S-nitrosoglutathion reduktéza byl ve starsi literatuie spojovan
s glutathion-dependentni formaldehyd dehydrogenazou. Toto zafazeni do klasifikace bylo
avSak kvuli nespravné popsanému principu reakce chybné. Proto od roku 2005 nese tento
enzym nazev S-(hydroxymethyl) glutathiondehydrogenaza (EC 1.1.1.284). V soucasnych
publikacich se ale nej¢astéji manipuluje s pojmem S-nitrosoglutathion reduktaza (GSNOR),
i kdyZ se toto oznateni prozatim nesetkalo se schvélenim (Kubienovaet a., 2013b).

Vzhled enzymu z rodiny alkoholdehydrogenaz, mezi které patii i ADHS3, je typicky
svou homodimerni strukturou obsahujici dva navazané atomy zinku. Jednotlivé monomery
jsou slozené ze dvou domén - z jedné velké katalytické domény, kde jsou navazany oba dva
zine¢naté ionty, a zmenSi nekatalytické domeény, na které se nachdzi vazebné misto
pro koenzym. Katalytickou Ulohu v&ak vykazuje pouze jeden iont zinku, druhy méa funkci
strukturni (Engeland et al., 1993). PrestoZe konformace lidské GSNOR je jiZ dobie zndmé,
krystalova struktura rostlinného enzymu pochazejici ze Solanum lycopersicum byla popsana
pomérné nedavno (obrazek 11).

Obr. 11: Krystalova struktura GSNOR Solanum lycopersicum.

Katalyticka doména, obsahujici oba atomy zinku, je zobrazena ¢ernou barvou, nekatalyticka
doména vézajici koenzym je naznacena jako svétle hnédd Jednotlivé atomy zinku jsou
znézornény ve formg zelenych kuli¢ek, barevné je vyjadien koenzym NAD™.

(Prevzato z: Kubienovaet al., 2013a).
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V podednich letech se potvrdila teorie, Ze enzym GSNOR hraje klicovou roli
v katabolizmu GSNO a souc¢asné i v regulaci intracelularni hladiny S-nitrosothioltt (RSNOs)
apodili se tak na celkovém metabolizmu NO a reaktivnich forem dusiku. Funkce GSNOR
byla jako prvni popsana u Arabidopsis thaliana (Kubienovaet al., 2013b).

Mechanizmem katalytické reakce je redukce GSNO prostiednictvim GSNOR,
pri které dochazi ke vzniku meziproduktu S-hydroxylaminoglutathionu (GSNHOH). Nasledng
miZze nastat samovolné preskupeni GSNHOH na glutathion-sulfinamid (GSONHy)
nebo miZe dochazet kinterakci s GSH za vzniku molekuly glutathion-disulfidu (GSSG)
(Staab et al., 2008). Princip reakce je nazna¢en na obrazku 12.
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Obr. 12: Katalyticka reakce GSNOR.

Prostiednictvim enzymu GSNOR (téidy ADH3) dochézi ke katalytické NADH-dependentni
redukci S-nitrosoglutathionu (GSNO). Produktem je nestabilni intermediat N-hydroxy-
sulfinamid (GSNHOH).

(Prevzato z: Kubienovaet al., 2013b).
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3.5.4.1. GSNOR v reakcich rostlin na abioticky stres

Rada publikaci uvadi vysledky, které popisuji funkci GSNOR v souvislosti s reakci
rogtlin na abioticky stres (Kubienova et al., 2014b). Bylo zji&¢no, Ze jestlize je rostlina
néjakym zptasobem mechanicky poskozena, dochazi u Arabidopsis thaliana k potlaceni genu
AtGSNOR (Kubienova et al., 2013b). Tento gen je naopak aktivovan v pripadé,
Ze nangj pasobi kyselina salicylova (SA), ktera zprostiedkovava prenos biotického stresu.
Podobny experiment byl aplikovan na rostlindch tabaku, které byly oSetreny kyselinou
jasmonovou. Ta zpusobila snizeni hladiny i aktivity GSNOR a reakce na salicyla se zvySila.
Z této gudie vyplyva, Ze rostlinné hormony a mechanické poskozeni maji zasadni vliv
navyslednou aktivitu enzymu GSNOR. Fytohormony jsou produkovany v signédnich
procesech, které vznikaji jako reakce na rizné stresové faktory a tim aktivuji rizné obranné
geny. Za stresové muze byt povaZzovano poranéni, sucho, chlad ¢i zasoleni pudy a pravé tyto
podminky zptasobuji vylu¢ovani hormonua, mezi které patti kyselina abscisova, kyselina
jasmonova akyselina salicylova (Diaz et a., 2003; Yu et al., 2014).

V publikaci Leterrier et a. (2011) byly pozorovany zmeény u semenécka Arabidopsis,
které byly péstovany v piitomnosti 0,5 mmol/l arsenu. Bylo zji&éno, Ze tento polokov
zpasobil vyznamnou redukci korent, zatimco se aktivita enzymu GSNOR a také obsah NO
vyrazné zvysily. Hladina GSNOR se také aktivné podili na urdZeni bunécné homeostézy
molekuly NO a sou¢asné je nepiimo zapojena do bunééné redoxnich dgja.

Mezi abiotické stresory patii také vysoka teplota, ktera negativné ovliviuje rast
areprodukci rostlin. U mladych rostlin slunecnice ro¢ni (Helianthus annuusL.) sniZzuje
vysoka teplota obsah NO, aktivita i exprese GSNOR klesa, pricemZ dochazi k akumulaci
RSNOs véetne GSNO. Tato studie vedla k zavéru, Ze i nadmerna teplota zpusobuje vykyvy
hladiny GSNOR (Chaki et al., 2011).
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3.5.4.2. GSNOR v reakcich rostlin na bioticky stres

Experimentdlni studie ukazuji, Ze NO a GSNO jsou pozitivnimi regulétory rezistence
rogtlin, podileji se na hypersenzitivni reakci (HR) a aktivaci obrannych genia. Pokud nastane
situace, Ze dojde ke sniZzeni hladiny GSNOR a zé&roven ke zvySeni hladiny RSNOs, muize byt
konecnym vysledkem zvySeni rostlinné imunity na lokalni i systémové drovni. Jestlize bude
patogen odhalen v¢as, nastane zvySena tvorba NO, reaktivnich forem kysliku (H2O0,, O,)
aSA. Byly v3ak uverginény také opacné publikace, které hypotézu vyvraceji. Vysvétluii,
Ze snizeni aktivity enzymu GSNOR a nasledné zvySeni RSNOs zpasobilo pokles bazélni
i nehostitelské rezistence. Tento princip byl prokazén u Arabidopsisthaliana, kterd byla
inokulovana bakterii Pseudomonas syringae (Feechan et al., 2005).

3.6. M etody studia RONS ajgich metabolismu

Molekuly RONS Ize kvantifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie po reakci
sraznymi ¢inidly, pomoci laserové fotoakustické spektroskopie nebo pomoci EPR
spektroskopie (EPR = elektronova paramagnetickd rezonance) ¢i lokalizovat in vivo rizné
specifickymi fluorochromy (Vandelle et Delledonne, 2008).

Pro detekci molekul GSNO a GSNOR se u vySSich rostlin vyuzivaji dvé metody,
ato imunohistochemickd analyza pomoci komer¢né dostupnych protilatek  proti
GSNO/GSNOR  nebo kapalinova chromatografie elektrospreiem pomoci hmotnostni
spektrometrie (LC-ES/IMS). Pravé tyto techniky poskytly pocétecni informace o obsahu
alokalizaci GSNO/GSNOR v ruznych rostlinnych orgénech pod vlivem neptiznivych
podminek. Histochemick& metoda, vyuzivajici fluorescenéné znacenou sekundarni protilétku,
poskytuje informaci o lokalizaci a relativnim mnozstvi GSNO/GSNOR, které je pak mozno
piesné kvantifikovat pomoci LC-ES/MS. Provizualizaci signdlu GSNO/GSNOR
v roglinnych pletivech se vyuZiva predevSim laserova skenovaci konfokalni mikroskopie
(LSCM) (Corpas et d., 2013).

Pri stanoveni zmeny aktivity GSNOR je spektrofotometricky sledovan Ubytek/tvorba
redukovaného nikotinamidadenindinukleotidu (NADH). Detekce aktivity GSNOR je také
mozna v gelech po nativni elektroforéze, nasledovana specifickym barvenim (Uotila
et Koivusalo, 1987).

Exprese genu kodujicich GSNOR mize byt analyzovana pomoci gRT-PCR
(,quantitative real-time PCR*) (Wang et d., 2012).
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3.7. Principy a aplikace svételné mikroskopie

3.7.1. Historie svételné mikroskopie

Kolem r.1590 byl vHolandsku sestrojen prvni drobnohled, kterym
H. aZ. Jenssenovi zah§jili éru optické mikroskopie (Kubinovd, 2006). DilezZitou vlastnosti
kazdého mikroskopu je rozliSovaci schopnost, tj. vzddlenost dvou bodi objektu, které
se v mikroskopu jevi jako dva samostatné body. Svételny mikroskop neni schopen rozlisit
takové body, které leZzi v mensi vzdalenosti, nez je polovina vinové délky zéareni. Tento Usek
odpovida zhruba 250 nm.

Optické mikroskopy vyuzivaji zakon odrazu a lomu svételného zareni, kdy dochazi
k Siteni svétla podle tzv. Huygensova principu. Zdrojem sekundéarnich sférickych vin se mize
stat kazdy samostatny bod osvétleného preparéu. Vznikajici sekundarni viny spolu interferuji
a obsahuji informaci o podobé objektu, kterd se Siii smérem do objektivu. Sekundérni viny,
které se od roviny predmétu pohybuji rovnobézne, se vzgemné stietavaji v zadni ohniskové
roviné objektivu a interferuji. Podle Huygensova principu tak dochézi ke vzniku novych vin,
které v obrazove roviné mikroskopu vytvari zvétSeny a prevraceny obraz predmétu (Hampl,
2010). V soucasnosti se vyuziva rady optickych modifikaci svételné mikroskopie pro zvySeni

kontrastu, barveni preparata, ¢i pro lepsi zobrazeni vzorka.

3.7.2.  Fluorescenéni mikroskopie

Od poloviny 19. soleti se ve svété mikroskopie zatina vyuzivat fenoménu
fluorescence. Fluorescence je déj, kdy molekuly emituji svételné paprsky z excitovanych
stava elektront, které vznikly bud’ fyzikalné (napi. absorpci svétla), mechanicky (tienim),
nebo chemickou reakci. K vybuzeni molekul pii fluorescencni mikroskopii se vyuziva fotond,
tzv. excitatni zéreni, které zpuasobi preskoceni elektronu na vysSi energetickou hladinu.
Elektron se poté vraci zpét na niZsi Uroven energetické hladiny a kratce emituje svétlo,
tzv. emisni z&reni, o niZsi energii a vySSi vinové délce neZz bylo svétlo pusobici na vzorek.
Od fluorescence musime odlisit druhou kategorii fotoluminiscence, a to fosforescenci, jejiz
emise je daleko delSi nez u fluorescence (Olympus America Inc, 2012).

Fluorescenéni znaceni molekul v biologickych vzorcich je v soucasnosti mozné
provadét histochemicky, imunohistochemicky nebo prostiednictvim flznich proteint u GMO
(Sedlarova, Gstni sdéleni). Na obrazku 13 je zndzornéna metoda nepiimého dvojstupriového

imunohistochemického znaceni pomoci fluorochromu.
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Neprima metoda
= dvojstupriova metoda, zaloZena na
imunologickeé vazbé sekundarni znacené

protilatky na protilatku primarni
Sekundarni protilatka,
znacena fluorochromem ¢&i
enzymem

Priméarni protilatka

Rez

Obr. 13: Princip nepiimého dvojstupiového imunohistochemického znaceni.

(Prevzato z: Beranova et Tonar, 2002).

3.7.3. Konfokalni mikroskopie

Fluorescenéni vzorky lze v soucasnosti zobrazovat svysSi presnosti konfokalni
mikroskopii, jejiz vyhodou je lepSi rozliSovaci schopnost, potlaceni zéreni, které vznika
Z nezaostienych ¢asti pozorovaného preparatu a moznost provadét velmi tenké optické iezy
tlustSim vzorkem a néasledn¢ zobrazit preparat v 3D projekci (Kubinova, 2006).

Zakladni princip konfokalni mikroskopie, tj. omezeni signdlta z rovin mimo fokus,
objevil Marvin Minsky, jakozto postgradudni student Harvardské university, a patentoval
jgl vr. 1957, i kdyz sdm nemél k dispozici dostatecné intenzivni svételny zdroj. Do historie
zasahli i Mojmir Petrdn a Milan Hadravsky z Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni,
kteri vr. 1965 zhotovili a v r.1968 patentovali mikroskop s dvojitym tadkovanim,
tzv. tandemovy skenovaci mikroskop (Kubinova, 2006). Za nésledovatele M. Minskyho mize
byt z&roven povaZzovan i M. David Egger, ktery se podilel na vzniku vice paprskového
konfokalniho mikroskopu na konci 60. let 20. stoleti. V obou pripadech mikroskop vyuzival
principu Nipkowova kotouc¢e, pomoci kterého zpracovaval optické rezy silnym preparatem.
| v sou¢asnosti se pouziva konfokdlni mikroskop s rotujicim diskem, ktery obsahuje velké
mnozstvi navzaiem oddélenych clonek. Vyhodou je rychlé skenovani prepardu vhodné
pro studium Zivych bungk, které je zaji&téno zobrazenim vice bodt najednou (Hibbs, 2004).

Srozvojem lasert a vykonnych PC vznikla technika laserové iadkovaci konfokani

mikroskopie (laser scanning confocal microscopy = LSCM). Béhem pozorovani
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v konfok&nim mikroskopu je zkoumany objekt osvétlovan bodovym svételnym zdrojem,
ktery prochézi pies prvni konfokalni clonku, které je pomoci objektivu promitnuta na vzorek
a to konkré&né¢ do bodu, jehoz pramér odpovida rozliSovaci schopnosti objektivu,
tzv. difrakéni mez (obrézek 14). Ukolem objektivu je poté sbér svétla odrazeného
¢i rozptyleného vzorkem, popt. fluorescence prepardtu. Béhem zpétného prachodu tohoto
zéreni pres objektiv dochazi k vytvoreni dalSiho obrazu bodové clonky. Vznikly obraz
je nasledné diky deli¢i paprski usmérnen pred fotonasobic, kde je umisténa druha konfokalni
bodova clonka. Ta zabrariuje detekci paprsku, které se vytvorily v oblasti vzorku mimo rovinu
zaostieni. Obraz je registrovan skenovacim detektorem. Vysledny snimek nevznika najednou,
ale postupné bod po bodu principem réadkovani. Jednotlivé optické fezy (body) jsou
zobrazovéany diky souradnicim X-Y daného bodu, pomoci kterych seskladdé pocita¢ konecny
obraz celého preparatu. Proto tato technika neni vhodna pro sledovani velmi rychlych déja
v Zivych buikéch (PlaSek, 1995).

Detektor (fotonasobic)

1. konfokalni
clonka

2. konfokalni
clonka

Svételny zdroj

\Eé“é paprski
(napf. laser)

Cocka objektivu

k \ Vzorek
Ohniskova
rovina

Nezaostfene paprsky
Zaostrené paprsky

Obr. 14: Schéma laserové skenovaci konfokalni mikroskopie.
(Prevzato z: Kubinové, 2006).
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4, MATERIAL A METODY

4.1. Priprava biologického materialu, patotesty

4.1.1. PouZty kmen patogena, rostlinny materiél

V nésledujicich experimentech byl pouzit kmen Phytophthora parasiticas. 149
poskytnuty v r. 2013 Mgr. Jan Lochmanem, Ph.D. z Katedry Biochemie, PiF Masarykovy
univerzity, Kotlarska 2, 611 37, Brno.

4.1.2. Pripravarastovych médii a kultivace Phytophthora spp.

Zéstupci  rodu  Phytophthora jsou  hemibiotrofnimi  parazity, proto
je mozné je kultivovat dlouhodobé na zivnych médiich. V nézorech na sloZeni kultivatnich
pud se autori razni, podle Gallegly a Honga (2008) je celkové nejlepSim médiem pro rast
vSech druhi, zejména pomalu rostoucich apsychrofilnich izolatt, fazolovy agar. Toto
médium se pripravuje rozvarenim 141 g zmrazenych fazolovych luska a pridanim 20 g agaru
na 11 destilované vody. Pro péstovani Phytophthora spp. se déle pouzivaji konopna média
nebo také média vyrobena z fazoli, kterd jsou zéroven obohacena Zitnymi seminky. Kratka
et a. (2008) doporucuji mrkvovy agar, pro jehoz vyrobu se vyuziva mrkvovy dzus, nebo také
agary ovesné, glukézo-asparaginové nebo V8. Znamy je také agar ze zmraZzeného hrachu.
Pro naSe Ucely byla Phytophthora parasitica kultivovana na V8 médiu. Hlavni sloZkou tohoto
média je V8 dZus, coz je prirodni zeleninova $t'dva prodavana volné v supermarketech. Pevna
i tekutd V8 média se pouZivaji pro statickou kultivaci fytoftor anarostlé mycelium poté
muazeme sledovat pies dno Petriho misky, i kdyZ pro mikroskopicka pozorovéani neni toto
médium diky zabarveni nejvhodngjsi.

Pro piipravu V8 média je potieba 350 ml V8 dzusu pufrovat 5g CaCO; nékolik
minut, nejlépe za stdlého michani. Nasleduje centrifugace po dobu 20 min pri 6000 g.
Supernatant fedime destilovanou vodou v poméru 1:5. Nekteri autori pridavaji 0,1-0,2 g
B-sitosterolu (rozpustény v etheru) na 1 | média. Pro ziskani pevného V8 média je potieba
dodat 1,5-2% agar (mozno rozvarit v mikrovinné troubg). V8 agary i bujony poté
autoklavujeme pii 120 °C po dobu 20 min a po ¢astecném vychladnuti rozlévame do Petriho
misek. Uchovavame v lednici pii 4 °C. Sterilizované médium je také mozné dlouhodobg
skladovat pti 4 °C ve sklenéné nadob¢ se Sroubovacim uzavérem a pied dalSim pouZzitim
vyklavovat arozlit do Petriho misek, jak jiz bylo uvedeno vySe (Kratkéa et a. 2008; Picard
et al., 2000; Sadek, 2011).
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4.1.3. |zolace zoospor u Phytophthora spp.

P. parasitica byla péstovana na pevném V8 médiu v pokojovych podminkéach
(alternativné se kultivuje pii trvalém osvétleni a teploté 25 °C). Po inkubaci 1,5-2 tydny bylo
vzdudné mlécné bilé mycelium sterilné odebrano ve flow-boxu i sagarem. 3-4 ctverecky
ovelikosti cca 7x7mm snaastem mycelia byly pieneseny dotekutého V8 média
na Petriho misku a inkubovany za stejnych podminek jako na V8 agaru, po dobu 10-12 dni.
Mycelium v podob¢ bilych chomécka bylo sterilné odebrano, v malych ¢astech umisténo
na2% vodni agar a péstovano dalSich 5-7 dni. PrubéZzné Ize monitorovat vyvoj sporangii
pomoci stereomikroskopu.

Pro uvolnéni zoospor ze sporangii je vyuZivan teplotni Sok. Kultura na vodnim agaru
byla prenesena do 4 °C na 30-60 min. Poté bylo mycelium pievrstveno sterilni vodou
oteplot¢ 37°C a inkubovano 30 min pii 25 °C. Suspenze zoospor byla odpipetovana
apouzita pro inokulaci rostlinného materialu. Hustota zoospor byla stanovena pocitanim
zoospor v Malasseho nebo Birkerové komirce po odebrani alikvotni ¢asti 200 ul ze ziskané
suspenze. Pro znehybnéni bicikatych zoospor, a tudiz vétsi efektivitu pociténi, 1ze pridat
2 kapky 50% kyseliny octové nebo krétce centrifugovat. Nejéastéji pouzivand koncentrace
pro inokulaci rostlin je cca 100 zoospor na 20 pl, tj. 5x 103 v 1 ml (Lochman et al., Ustni
sdéleni).

4.14. Rostlinny material

Jako modelové rostliny byly pouZity 3 genotypy rajc¢ete (rod Solanum drive
Lycopersicon) sodliSnou nachylnosti resp. odolnosti  vaci infekci  padli  (Oidium
neolycopersici) aabiotickym stresorim.  V experimentech byly pouZity néachylny
genotyp Solanum esculentumL. cv. Amateur, stfedné rezistentni S. chmielewskii (Rick,
Kesickii, Forbes and Holle) Spooner, Andreson and Jansen (LA 2663) a rezistentni
S. habrochaites Knapp and Spooner f. glabratum (LA 2128) (syn. S hirsutum L.) (Piterkova
et al., 2009).

Semena byla vysévana do vodou navihéeného perlitu a cca 2 tydny staré semen&ky
splné vyvinutymi déloZznimi listy byly piesazeny do smési zahradniho substratu. Jednotlivé
rogliny v plastovych kvétinatich o praméru 7 cm byly péstovany ve skleniku pri teploté
20/18 °C a fotoperiodé 12/12 h (den/noc). Rogtliny byly pravidelné zalévany a hnojeny.
Pro experiment byly pouZity rostliny zhruba 2 mésice staré.
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4.1.5. Inokulacerostlin, aplikace €elicitora a piiprava vzorki

Na kazdé rostliné byly zoosporami P. parasitica inokulovany 3 dobte vyvinuté listky
jednoho lichozpereného listu (obrézek 15), jednalo se vzdy o cca 5.-6. pravy list rostliny.
Pro inokulaci byla pouZita metoda infiltrace pomoci injekeni stitkacky bez jehly. Po lehkém
naruseni pokozky spodni (abaxidlni) strany listu rajéete plastovou Spickou byla suspenze
zoospor patogena jemné vtlatena do mezibuné¢nych prostor listového mezofylu. Byla
testovana i varianta naneseni kapky sporové suspenze na povrch listu, ale toto provedeni
inokulace nebylo vhodné. PredevSim u S habrochaites jsou listy pokryty silnou vrstvou
trichomt a inokulace timto také uzivanym zptasobem nebyla Uspésna.

U kazdého genotypu rajéat bylo inokulovano 10 rostlin. Odbéry materialu (lista
inokulovanych i kontrolnich rostlin) byly provedeny 0, 24, 48, 72, 96 a 120 hodin
po inokulaci (hpi). Smeésny vzorek pletiv ze dvou lista byl rozdélen do tii ¢asti, vzorky byly
zvézeny, popsany a zamrazeny v tekutém dusiku. Do okamZiku meéieni biochemickych
parametra byla pletiva uchovavanav -80 °C.

Pestovani, inokulace a odbér vzorka byly provedeny ve tiech nezavislych sériich.

Obr. 15: Ukézka inokulace tti listkt lichozpereného listu S habrochaites, metoda infiltrace
pletiv suspenzi zoospor P. parasitica.
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4.2. M éieni aktivity enzymi
4.2.1. Stanoveni aktivity GSNOR v rostlinném materiélu

Homogenizace rostlinného materidlu byla provedena v tekutém dusiku ve treci misce
spoleéné sextrakénim pufrem (50 mmol/I TrissHCI o pH 7,5; 0,2% (v/v) Triton X-100;
2mmol/l DTT; 1mmol/l PMSF) vpoméru 1:2, tj. 0,59 odebranych lista rajcat:1 ml
extrak¢niho pufru. Laky DTT a PMSF je nutné do pufru piidavat vzdy cerstve.
Homogenizovany extrakt byl prenesen do mikrozkumavky Eppendorf a centrifugovan 20 min
pii 16000 g a4 °C. Nasledné byl ziskany supernatant preci&én nakoloné NAP-5 (3 ml naplné
Sephadex G-25). Ekvilibrace kolony byla provedena pomoci ekvilibracniho pufru o sloZeni
10 mmol/I Na'-fosfatovy pufr, pH 6,8. Po naneseni 3x 2,5ml Na'-fosfatového pufru
nakolonu, bylo aplikovano 500 pl supernatantu. Po vsaknuti vzorku byl nanesen
1 ml eluéniho pufru (50 mmol/l K*-fosfatovy pufr, pH 7,8). Nasledné bylo potieba jimat
1 ml eludtu, ktery kolonou protekl. Nakonec byla kolona opakované promyvana
25 ml destilované vody (Corpas et d., 2008).

Principem pro spektrofotometrické méieni aktivity GSNOR byla oxidace NADH
pii A = 340 nm a 30 °C. Do jednotlivych jamek na 96 jamkové mikrodesti¢ce bylo pipetovano
vzdy ve tiech opakovanich 225pul reakéniho pufru (20 mmol/l TrissHCI, pH 8),
15 pl proteinového extraktu a30 pul 2 mmol/l NADH. Do negativni kontroly, blanku, bylo
pipetovano 30 ul destilované vody namisto GSNO. Start reakce byl uskute¢nén pridanim
30ul 4 mmol/l GSNO. NADH spolecné sGSNO bylo potieba pripravit v potiebném

mnozstvi vZdy cerstvé a uchovavat je ve tmé, protozZe jsou citlivé na svétlo (fotolabilita).

A) Vypocet aktivity GSNOR (kat = mol/s):

Tabulka 1: Legenda pro vypocet aktivity GSNOR (kat = mol/s).

a Aktivita GSNOR (kat = mol/s)
A A | Zménaabsorbance (A1omin ] A20min)
V Celkovy objem pipetovany do kazdé jamky (300 ul = 0,0003 I)
€ Molarni extinkéni koeficient pro NADH = 6220
t Cas v sekundach (600 s pro 10 min)
I Délka optické drahy




B) Vypocet aktivity GSNOR (nmol/min):
a=a(mol/s) - 60000000000

*) 60000000000 = pievod jednotky mol/s na jednotku nmol/min

C) Vypocet specifické aktivity GSNOR (nmol/min) na mg proteinu:

Specifické aktivita= ——

ng 2

Tabulka 2: Legenda pro vypocet specifické aktivity GSNOR (nmol/min) na mg proteinu.

a Aktivita GSNOR (nmol/min)

C, | Vypocitana hodnota koncentrace proteinu ve vzorku (mg/ml)
V, | Do kazdé jamky bylo pipetovano 15 pul vzorku (extraktu)
V; | Celkem bylo vyizolovano 1000 ul (1 ml) extraktu

D) Vypocet aktivity GSNOR (nmol/min) na 1 mil:

Tabulka 3: Legenda pro vypocet aktivity GSNOR (nmol/min) nal ml.

a Aktivita GSNOR (nmol/min)

a Aktivita GSNOR (nmol/min) na 1 ml
Vo Do kazdé jamky bylo pipetovano 15 pl vzorku (extraktu)
V; | Celkem bylo vyizolovano 1000 ul (1 ml) extraktu

E) Vypocet aktivity GSNOR (nmol/min) nal g FW (Cerstvé vahy):

x=a-3-2

Tabulka 4: Legenda pro vypocet aktivity GSNOR (nmol/min) nal g FW.

a | Aktivita GSNOR (nmol/min) na1 ml

& |Aktivita GSNOR (nmol/min) nal g FW

3 | Homogenizace rogtlinného materidlu v poméru 1:2; tj. (1 + 2= 3)
2 | Redéni nakolonce NAP-5
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Nasledné po dometreni Kkinetiky GSNOR bylo treba na spektrofotometru
(Mikrodestickovy spektrofotometr, Reader Synergy HT, BioTek Instruments, USA) stanovit
délku optickeé drahy pri A = 900 nm a 977 nm (tabulka 5). Ziskané hodnoty absorbanci byly
zobrazeny v softwaru KC4, ktery je soucésti readeru. Pro vypocet hodnot byly pouZity
uvedené vzorce (tabulka 1, 2, 3, 4), pro vyhodnoceni vysledka a jejich nasledné zpracovani
byl zvolen program Microsoft Office Excel 2007.

F) Vypocet délky optické drahy:

Ag77 - Ago

Délka optické drahy = 018

Tabulka 5: Legenda pro vypocet délky opticke drahy.

Ag77 | Absorbance pii 977 nm

Agoo | Absorbance pii 900 nm

Koeficient pro prepocet namétenych hodnot na spektrofotometru
0,18 | (konkrétné pro Reader Synergy HT, USA)

4.3. Stanoveni koncentrace proteina v rostlinném materialu

Pro stanoveni obsahu proteini Vv rostlinnych extraktech byla pouZita metoda
Bradfordové. Do jednotlivych jamek na 96 jamkové mikrodesti¢ce bylo aplikovano postupné
vzdy 45 ul deionizované vody, 5 ul vzorku proteinu (extraktu) nebo standardu BSA, a 200 pl
pracovniho ¢inidla Bradfordové, které bylo piipraveno vzdy cerstvé (zasobni roztok
Coomassie Blue fedény deionizovanou vodou v pomeéru 1:4). Do negativni kontroly, blanku,
bylo pipetovano 50 ul destilované vody zaroven s200 ul ¢inidla Bradfordové. Po inkubaci
5 min byla na vy3e zminéném spektrofotometru métena absorbance pri A = 595 nm. Hodnoty
absorbanci byly zobrazeny v softwaru KC4. Vysledky byly nasledné prepocteny (tabulka 6)
avyhodnoceny v programu Microsoft Office Excel 2007.

G) Koncentrace proteini byla stanovena pomoci rovnice linearni regrese:

y=kx+q & x=x2

Tabulka 6: Legenda pro vypocet koncentrace protein.

Hodnota absorbance (A) vzorka

X Hodnota koncentrace (c) proteina
k Smeérnice piimky
q Druha souradnice praseciku primky sosou y.
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4.4, Histochemické stanoveni lokalizace GSNOR a GSNO

In vivo lokalizace S-nitrosoglutathionu (GSNO) a enzymu S-nitrosoglutathion
reduktazy (GSNOR) byla provedena 72 hpi v pletivech, které sousedily s mistem infiltrace
¢i vznikajici 1éze (obrézek 16), a ve stejnych segmentech kontrolnich listi neinokulovanych
rogtlin.

Obr. 16: Ukézka vyiezu inokulovaného listu S. chmielewskii.

4.4.1. Priprava priénych fezi

Inokulovany list raj¢ete (72 hpi) byl prenesen nafiltra¢ni papir, kde byl pomoci ostré
Ziletky proveden tez rovnobéZzné vedle hlavniho cévniho svazku o Sitce cca3 mm
(obrézek 16). Takto izolovany segment byl kolmo rozkréjen ostrou Ziletkou na ¢étvercové casti
po 0,5 cm.

Nasledné byla provedena fixace jednotlivych ezt v 4% (w/v) paraformaldehydu
v 0,1 mol/l K*-fosfatovém pufru (pH 7,4) pii pokojové teploté po dobu 3 h. Poté byly fezy
vklédany do 4% agarosy o teploté cca 40 °C a do zchladnuti udrZzovany v kolmé pozici.
Po ztuhnuti byly z agarosy vyiiznuty krychle orozmérech cca 1x1x 1 cm se vzorkem
uprostied aupevnény vterinovym lepidlem na drzak vzorka. Navibratomu (BangCo,
1000 Plus, Brno, Ceské republika) byly zhotoveny pri¢né rezy vzorkem o tloudtce 100 um.
Ziletka i povrch agarosového kvadru byly v pribéhu fezéani neustéle zvingovany TBSA-BSAT
pufrem pomoci malého &tétecku, kterym byly fezy zarovén piendSeny do Petriho misky
s TBSA-BSAT pufrem (pH 7,6).
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4.4.2. |Imunohistochemickéa detekce GSNO a GSNOR

Pro imunodetekci GSNO a GSNOR byla pouZita neprima dvoustupriova metoda
upravena Mgr. Lucii Kubienovou, Ph.D. z KBC PfF UP podle préce Corpas et a. (2004).
Primarni protilatkou pro detekci GSNO byla komeréné prodavana polyklondlni krysi
protilatka proti GSNO (Agrisera AB, Svédsko, 1:2000). Jako sekundarni protilétka byla
vyuZita komeréné dostupna krali¢i protildtka proti imunoglobulinam krysy, kter4 byla
fluorescenéné znacena a sledovana pri excitacni/emisni vinove délce 493/518 nm (anti-krysi
1gG (H&L), DyLight® 488 conjugated, Pierce, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA,
1:1000).

Primérni protilédtkou pro imunolokalizaci GSNOR byla polyklondlni krdli¢i protilatka
proti  GSNOR (Jahnova et Kubienova, 2012; Kubienova et al., 2014a; 1:500).
Jako fluorescen¢né zna¢ena sekundérni protildtka byla pouZzita kozi protildtka proti krali¢im
globulinim (goat anti-rabbit 19G (H&L), DyLight® 488 conjugated, Pierce, Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA, 1:1000). Excita¢ni/emisni vinové délka fluorescencni znacky
dosahuje hodnot 493/518 nm.

Pozitivni a negativni kontroly se nejcastéji vyuZivaji k tomu, aby se ovérila
funkénost a specificita pracovniho protokolu pro detekci sledované latky. K provéreni, zda
je protokol provadén spravné, slouzi takovy vzorek, o kterém je prokazano, Ze je pozitivni.
Pracovni postup je nutné upravit a nasledn¢ optimalizovat v pripadé, pokud neni rozeznan
Z&dny signdl. Pro ovéreni, zda je dany protokol specificky, slouZi negativni kontrola
Zatu mohou byt povaZzovany prepardty bez studované latky (antigenu). Jako negativni
kontrola se mohou pouZivat i metody, kdy je na prepard navézan antigen, ale primérni
protildtka je vynechana, nebo je nahrazena sérem ze stejného zvirete, které se stalo donorem
primarni protilatky. | vtomto piipadé je detekce jakéhokoli signdlu nezédouci. Komplikace
pii pozorovani fluorescencénich signali  znacenych protildtek maze byt vyvolana

autofluorescenci vzorku.
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4.4.3. Inkubace rezi

Inkubace jednotlivych feza byla provedena v 12-jamkové mikrotitracni desti¢ce

obsahujici fady A-C a sloupce 1-4. Schéma mikrotitraéni desticky je nazorné zobrazeno
v nésledujicich tabulkach (tabulky 7, 8).

Tabulka 7: Detekce GSNO. Schéma mikrotitracni desticky.

1 2 3 4
krysi polyklondni protildtka | — — —
a-GSNO TBSA-BSAT TBSA-BSAT | TBSA-BSAT
A 2 ml, ptesnoc, 4°C 3,5ml, 10 min 3,5ml, 10 min| 3,5ml, 10 min
anti-krysi 1gG (H&L), |—* O -
DyLight® 488 conjugated TBSA-BSAT TBSA-BSAT | TBSA-BSAT
B 2ml, 1h, 4°C 3,5ml, 10 min 3,5ml, 10 min| 3,5 ml, 10 min
anti-krysi 1gG (H&L), | —> —>
TBSA-BSAT DyLight® 488 conjugated | TBSA-BSAT | TBSA-BSAT
C 3,5 ml, ptes noc, 4°C —» 2ml,1h,4°C 3,5ml, 15 min| 3,5ml, 15 min
Tabulka 8: Detekce GSNOR. Schéma mikrotitracni desticky.
1 2 3 4
krali¢i polyklonalni protildtka | — — —
a-GSNOR TBSA-BSAT TBSA-BSAT | TBSA-BSAT
A 2 ml, ptesnoc, 4°C 3,5ml, 10 min 3,5ml, 10 min| 3,5ml, 10 min
anti-krdli¢i 1gG (H&L), |—> - .
DyLight® 488 conjugated TBSA-BSAT TBSA-BSAT | TBSA-BSAT
B 2ml, 1h, 4°C 3,5ml, 10 min 3,5ml, 10 min| 3,5 ml, 10 min
anti-krdlici 1gG (H&L), | -
TBSA-BSAT DyLight® 488 conjugated | TBSA-BSAT | TBSA-BSAT
C 3,5 ml, pres noc, 4°C —» 2ml,1h, 4°C 3,5ml, 15 min| 3,5ml, 15 min

(Tabulky 7, 8 byly pievzaty z: Jahnova et Kubienova, 2012).

Jednotlivé fezy vzorku byly inkubovany v jamkéch fady A a B. Rezy negativni
kontroly byly umistény do jamek rady C.

Do jamky Al byly preneseny 2 ml primarni protildky, dojamky C1 bylo
napipetovano 3,5 ml TBSA-BSAT pufru (absence priméarni protilétky). Do obou jamek byly
vloZeny kosSi¢ky se sitky, kde do kazdého koSicku bylo opatrné premisténo pomoci Stétecku
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cca7-10 rezi vzorku. Desticka byla uzaviena vickem, zabalena do alobalu a inkubovana
pies noc do druhého dne za mirného tiepani na trepacce pri 4 °C.

Rezy, které byly inkubovany v jamce A1 v priméarni protilétce, byly b&éhem druhého
dne pieneseny do jamky A2 a promyvany 3x v 3,5 ml TBSA-BSAT po dobu 10 min. KoSi¢ek
byl zjamky A2 vyjmut pomoci pinzety a premistén do dalSi jamky (A3). Nasledovala
inkubace, kdy byla desticka opatiena vickem azabalena do alobalu. Inkubace probihala
podobu 10 min zavelmi mirného trepani. Timto zptisobem byly koSicky promyvany
a postupné pirendSeny do dalSich jamek (Tabulky 7, 8).

V dalS§im kroku byly do jamek B1 a C2 napipetovany 2 ml sekundarni protilédtky
anésledn¢ premistény koSicky obsahujici vzorky fezi po poslednim promyvacim kroku
(zjamky A4). Desticka byla opatiena vickem, zabalena do alobalu a inkubovana 1 h
pri pokojové teploté za velmi mirného trepani. Po skonceni inkubace byly fezy vzorku
piemistény do dalsi jamky a promyvany 3x v 3,5 ml TBSA-BSAT po dobu 10 min. Stejnym
zpusobem byly koSi¢ky postupné prenaSeny i do dalSich jamek a opakované promyvany podle
uvedeného rozpisu pri co nejmendim osvétleni a za mirného tiepani desticky. Rezy negativni
kontroly byly promyvany 2x v 3,5 ml TBSA-BSAT po dobu 15 min.

Jakmile byl dokonc¢en posledni promyvaci krok, byly jednotlivé fezy preneseny
opatrné pomoci tenkého &eétecku z koSickt na podlozni skla obsahujici 18 ul roztoku
PBS:100% glycerol, v poméru 3:1. Na kazdé podlozni sklicko bylo umisténo cca 7-8 rezi.
Ty byly opatteny krycim sklickem a okraje zafixovany bezbarvym lakem (Jahnova
et Kubienovd, 2012). Takto hotova sklicka byla uloZzena do tmy do4°C a nésledné

konfokalnim mikroskopem vyhodnocena.
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4.4.4. Imunohistochemicka lokalizace enzymi zapojenych do metabolismu RONS
konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii

Rezy vzorkii byly zobrazeny konfokdni laserovym rastrovacim mikroskopem,
konfokdni jednotka FluoView 1000 v kombinaci sinvertovanym mikroskopem 1X 81
(Olympus Czech Group, Praha, Ceskéa republika). Preparéty byly zobrazovany Nomarského
DIC a fluorescenci (buzeni 100W Hg vybojkou). Pro lokalni detekci signdlu odpovidajicimu
GSNO aGSNOR v jednotlivych optickych fezech vzorku byla pouZita excitace pri vinové
délce 488 nm argonového laseru (celkovy vykon 30 mW) a emisni filtry 505-525 nm.
K zobrazeni viditelného kandlu byl pouzit diodovy laser, vyuZivajici svétlo blizké UV
(405 nm, vykon 20 mW). Mikrofotografie byly poiizeny a nasledné upraveny v pocitatovém
softwaru FV 10-ASW 4.0 (Olympus, Japonsko) (Kubienova et al., 2014a; Tulpova, 2011).
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5. VYSLEDKY
5.1. Vizuélni hodnoceni symptoma u inokulovanych pletiv

Listy rostlin byly inokulovany zoosporami hemibiotrofa Phytophthora parasitica
s. 149. Z vizudlniho hodnoceni béhem 120 hpi vyplyva, Ze symptomy u testovanych genotypi
vznikaji v misté inokulace listu, pripadné se dale rozsifuji do okolnich pletiv. Vyvoj
symptomi Vv jednom modelovém experimentu Ize pozorovat naobréazku 17. U pletiv
S esculentum byla exprese symptomi pomérné nizkd, prvni znamky nekrézy v misté
inokulace byly zaznamenany od 48 hpi ado 120 hpi nedochazelo k rozSireni 1€zi. Nejvétsi
rozsah nekrézy po 120 hpi byl u stiedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii, symptomy se
vSak projevovaly pozdéji az od 72 hpi. U S habrochaites doSlo k silné reakci v podobé

S esculentum
L. cv. Amateur

S chmielewskii S habrochaites

o
«
‘

24 hpi

48 hpi

72 hpi

96 hpt

?fﬂ"

120 hpi |g

Y

Obr. 17: Casovy priabéh exprese symptomi u pletiv S esculentum, S. chmielewskii,
S. habrochaites 0-120 h po inokulaci P. parasitica.

42



5.2. I munohistochemicka detekce molekul GSNO a GSNOR laserovou skenovaci
mikroskopii

Pro in vivo histochemickou lokalizaci molekul GSNO a enzymu GSNOR byl pouzit
rogtlinny materidl 72 h po po¢aecni inokulaci. Po pasobeni primarni a fluorescencné znacené
sekundérni protilédtky byla detekce signdlu pozorovana pomoci konfokélniho laserového
rastrovaciho mikroskopu. Vyhodnoceni bylo ur¢eno na z&kladé intenzity zeleného
fluorescen¢niho signalu.

Na obrédzku 18 je zobrazena imunohistochemickd lokalizace molekuly GSNO
v inokulovaném a kontrolnim pletivu. U kontrolniho genotypu S. esculentum L. cv. Amateur
nebyl zietelny Zadny signdl, odezva nebyla zaznamendna ani v infikovaném pletivu.
V piipadé stiedné rezistentniho S. chmielewskii byl detekovan zeleny fluorescenéni signal
v oblasti houbového mezofylu a také kolem cévniho svazku, sklédajiciho se z floému
axylému. Kontrolni fez nevykazoval Zadny signdl. U inokulovaného i kontrolniho fezu
pletiva S. habrochaites nebyla pozorovana zadna detekce molekuly GSNO.

Na obrézku 19, obsahujici mikroskopické snimky pri¢nych fezti hlavnim cévnim
svazkem, |ze sledovat lokalizaci enzymu GSNOR rovnéz v inokulovaném a kontrolnim
pletivu. U genotypu S. esculentum L. cv. Amateur byla detekovéna prokazatelné nejvysSi
intenzita zeleného fluorescen¢niho signdlu pro GSNOR, ktery se nachézi ve v3ech ¢éstech
listu, zejména v oblastech palisédového a houbového mezofylu, kolenchymu a cévnich
svazkt. U kontrolniho fezu se taktéZ vyskytoval slaby signdl. U pletiva S. chmielewskii byl
zeleny signa zaznamenan jak u kontrolni, tak i u napadené rostliny. Na z&kladé vzgemného
porovnavani Ize usoudit, Ze u inokulovaného fezu je v oblasti houbového mezofylu nepatrné
vétSi odezva nez u kontroly. U rezistentniho genotypu S. habrochaites je intenzita
detekovatelného signalu srovnatelna jak u kontroly, tak i u inokulovaného pletiva. V obou

piipadech je odpovéd’ lokalizovana v ¢astech cévniho svazku.

43



GSNO

Inokulace,
F parasitica, 72 hpi

Kontrola

o esculentum

& chmielewskii

S habrochaites

Obr. 18: Rezy pletivem S. esculentum, S. chmielewskii, S. habrochaites a detekce GSNO
72 hod po inokulaci P. parasitica.
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Obr. 19: Rezy pletivem S. esculentum, S, chmielewskii, S. habrochaites a detekce GSNOR
72 hod po inokulaci P. parasitica.



5.3. Stanoveni aktivity GSNOR v extraktech Solanum spp.

Od pocéaecniho napéstovani, pies mechanickou infiltraci, odbér vzorkt, samotné
méteni aktivity a koncentrace proteini, az po konecné vyhodnoceni vysledkd, byly
zpracovany celkem tii na sobé nezavislé série vysledki. Prezentovany jsou findlni vypocitané
hodnoty méteni z druhé série (pro S esculentum a S habrochaites) a ze tieti Série
(pro S chmielewskii).

Obrézek 20 znazornuje zmény aktivity GSNOR v listu S. esculentum L. cv. Amateur
v prabéhu 120 h od inokulace. Mechanické poskozeni listu vedlo k po¢aecnimu naristu
aktivity GSNOR, kterd je vztazena na 1 g FW (,fresh weight* = cerstvé vahy). Po 24 h
od inokulace Ize pozorovat enormni zvy3eni aktivity enzymu na necelych 70 nmol min™* g™,
Tapoté postupné klesa a nejvétsi snizeni, 10 nmol min g*, je viditelné v 72 hpi. K velmi
rychlému nértistu aktivity GSNOR pak doSlo u 96 hpi, kdy aktivita dosahuje svého maxima,
pies 90 nmol min™ g™. U 120 hpi nésledoval opét mirny pokles aktivity enzymu.

V pripadé aktivity GSNOR u stredné rezisentniho S. chmielewskii byly ziskéany
zajimavé hodnoty. Obrazek 21 naznatuje, Ze nejvysSi narast aktivity GSNOR nastal
jiZ u 24 hpi, kdy hladina enzymu doséahla maximéalni hodnoty 350 nmol min™ g™*. Nésledovalo
postupné sniZovani aktivity, ktera mirné klesala az do 96 hpi. U 120 hpi byl pozorovan opét
vzestup aktivity GSNOR, jejiz hladina presdhla hodnotu 250 nmol min™ g™.

Zajimavych vysledka bylo dosazeno pri métreni aktivity GSNOR u rezistentniho
S habrochaites (syn. S. hirsutum L.). Z grafu 3 Ize vy¢idt, Ze jiz po 24 hpi byla detekovana
aktivita zkoumaného enzymu. Tento projev silné reakce odpovida nastupu nekrézy, ktera
byla u tohoto genotypu pozorovana rovnéz po 24 hpi. Po 48 hpi se aktivita GSNOR vyrazné
zvySila. Zjistovana aktivita dosahla svého maxima, kdy byla zaznamenana naméirena hodnota
250 nmol min™® g*. Poté bylo sledovano zésadni sniZeni aktivity vyskytujici se u 72 hpi.

Nasledné se aktivita projevila nevyraznym kolisanim v ¢asovém Useku 96 a 120 hpi.
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Obr. 20: Specificka aktivita GSNOR u kontrolniho a inokulovaného listu S. esculentumL.
cv. Amateur béhem 120 h po inokulaci. Vyznacené chybové Usecky znazoriuji smeérodatnou
odchylku.
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Obr. 21: Specifick& aktivita GSNOR u kontrolniho a inokulovaného listu S. chmielewskii
béhem 120 h po inokulaci. Vyznatené chybové Usecky zndzornuji smérodatnou odchylku.
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Obr. 22: Specificka aktivita GSNOR S. habrochaites béhem 120 h po inokulaci. Vyznatené
chybové Usecky znézornuji smérodatnou odchylku.



6. DISKUSE

Pouzity kmen Phytophthora parasitica s. 149 byl v interakci srostlinami rajcete
studovan u Lycopersicon esculentum Mill. cv. Microtom. V publikaci Le Berre et a. (2007)
se autori vénovali studiu bunééné odpovedi v kofenech po napadeni naSim patogenem. Prvni
den po inokulaci se rostlina jevila zcela zdrava. AvSak mikroskopicka analyza prokézala,
Ze se kolem kotinka zacaly objevovat nepatrné hyfy. Ani 2. a 3. den po inokulaci nebyly
vizualn¢ zietelné Zadné projevy infekce, i kdyZ mikroskopické udaje potvrdily vyrazny rist
hyf. Ctvrty den se objevily prvni priznaky vadnuti rostliny, pricemz koren a jednotlivé
korenové vilasky byly zcela pokryty myceliem. Nasledovalo agresivni Siieni infekce, které
se projevilo podkozenim nadzemnich ¢asti rostliny. Invaze choroby vedla aZ k Uplné rostlinné
smrti, ktera nastala po desétém dni od inokulace.

P. parastica s. 149 pii inokulaci listi nezpasobuje tak radikalni symptomy
av experimentélni ¢asti této bakalarské prace bylo mozné sledovat in vivo lokalizaci GSNO
aGSNOR, veéetné zmeén specifické aktivity GSNOR u trech genotypu rajcete (Solanum
esculentum, S. chmielewskii a S. habrochaites) 120 h po inokulaci zminénym patogenem.
V jednotlivych seriich péstovéani rostlin a jejich inokulace v ramci BP se mé&tené parametry
ponekud lisily, ikdyZ u jednotlivych genotypt vykazovaly podobné trendy. Vysledky mohly
byt ovlivnény vnéjSimi podminkami, které pasobily béhem celého experimentu na rostliny.
Jednim z faktora mohlo byt kolisani teploty ve sklenicich, kde rostliny rostly. Rozsah
jednotlivych nekr6z mohl byt ovlivnén také mnozstvim zoospor, které byly pouzity
pro vyvolani infekce, ikdyZz metoda stanoveni hustoty inokula je relativné presnd. Rovnéz
méteni aktivity GSNOR je velmi citlivé na puasobeni vnéjSich podminek. Jako mozné
vysvétleni se nabizi, Ze béhem prace mohlo dojit k chybdm v pipetovani GSNO a NADH,
kterd mohla byt zptisobena nedostatecnymi zkuSenostmi. Reakce rostlin mohla byt ovlivnéna
i provedenim inokulace, pti které maZe dojit k mirnému ovlivnéni métenych parametri.
V listech tabaku pri mechanickém poskozeni se jiZ po 2 h projevilo sniZzeni hladiny GSNOR
aproteini (Leterrier et al., 2011).

Aktivita GSNOR vzrostla u S lycopersicum cv. Amateur lokdné jiz 72 hpi

(viz vysledky mikroskopie) a v celém listu pak 96 hpi (biochemické meteni). Z dosazenych
vysledkii 1ze vyvodit, Ze zvySeni aktivity GSNOR nésleduje po radikalnim navySeni RONS

aRSNOs, které se podileji na odumirani bunek pletiva
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V publikaci Kubienova et al. (2013b) byla méiena aktivita GSNOR, kterd byla
stanovena ve tiech rtiznych organech (koieni, stonku, listu) na 6 tydennich rostlinach Solanum
esculentum L. cv. Amateur. Vysledky ukazuji, Ze nejvétsi aktivita byla detekovana ve stonku,
kter& doséhla vice nez 130 nmol min™ g™ &erstvé vahy. Enzym GSNOR vykazoval nejnizsi
aktivitu v listech, kde bylo nam&teno cca 10 nmol min™ g*. V mé bakal&tské préci byla stejnéa
aktivita GSNOR namétena v listech S. esculentum u 72 hpi. Maximalni hodnota aktivity byla
zjig&na u listu inokulovaného P. parasitica 96 hpi, 92,2 nmol min™* g*. Kubienova et al.
(2013b) zaroven zjistili, Ze doSlo ke zvySeni exprese GSNOR v kvétenstvi, zefména v pestiku
atycinkach. Narust aktivity byl o¢ekavan také béhem zrani plodu a ovoce.

V préci Kubienova et al. (2014b) se autoii zabyvali také tlohou NO areaktivnich
forem kysliku (ROS) v interakci rostlina - patogen, kdy pouzili model tii genotypia Solanum
spp. srozdilnou rezistenci proti biotrofnimu houbovému patogenu O. neolycopersici, ktery
je vyznamnym puavodcem padli na rajéatech. Byla potvrzena zvySena tvorba ROS a NO
v dusledku pronikani patogena dovnitt hogtitelskych buneék, k navy3eni exprese GSNOR
dodlo 24 hpi u S habrochaites.

Vyznamné rozdily v produkci NO byly taktéZ zkoumény v extraktech inokulovanych
listi téchto genotypu rajcete (Piterkova et a., 2009). U néchylného S. esculentum
L. cv. Amateur byla zjiténa zvySend tvorba NO jiz po4-8 hpi padlim. U genotypa
S chmielewskii a S. habrochaites bylo pozorovéano, Ze ke zvySeni produkce NO dochazi
vedvou fézich. U gtfedné¢ rezistentnino S. chmielewskii nastal prvni narast po 4-72 hpi,
pricemZz maximalni hodnoty byly dosaZzeny béhem 24-48 hpi. Prvni zndmky produkce NO
v napadenych listech byly ugenotypu S. habrochaites detekovany po 8 hpi. Zaroven byla
zaznamendna jak u S. chmielewskii, tak i u S habrochaites, druha faze produkce NO, ktera
se kontinualné zvySovala od 96 hpi az do 216 hpi (Piterkova et a., 2009).

Zobecnit Ulohu GSNOR ve stresu rostlin je dosud tézké, protoze vysledky

jednotlivych studii prindseji rozporupliné zavéry. U rostlin Arabidopsis thaliana se sniZzenou
hladinou aktivity GSNOR, zé&roven s vysokou hladinou RSNOs a konstitutivni aktivaci genu
pro PR-1 (,,Pathogenesis-related protein 1), bylo zji&téno, Ze vykazuji daleko vyssi rezistenci
vici biotrofnimu patogenu Peronospora parasitica (Hyaloperonospora arabidopsis). V téo
préci bylo Zzérovein experimentdné stanoveno, Ze se enzym GSNOR nachazi
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v parenchymatickych bunkéch floému a xylému u rogtlin Arabidopsis. Autoti do8li k zavéru,
Ze ¢innost tohoto enzymu je klicova pro systémoveé ziskanou rezistenci (,, systemic acquired
resistence”, SAR). Tato systémova obranna reakce se aktivuje po napadeni rostliny
patogenem a jedoprovazena zvySenim endogenni hladiny SA a to jak lokang,
tak i systémove, a zaroven koreluje s expresi gena pro PR proteiny (Rustérucci et a., 2007).

Opatny vztah byl sledovan u patosystému slunetnice - pliseni slune¢nicova
(Plasmopara halstedii). Pro pozorovani prabéhu infekce byl pouzit hypokotyl 9 dni
po inokulaci, protoZe v té&o ¢asti rostliny mize dojit k zastaveni systémového Siteni patogena.
U rezistentniho kultivaru slunec¢nice X55 bylo pozorovéano, Ze se aktivita enzymu GSNOR
poinfekci plisni zvySila az&oven dodlo kpoklesu hladiny RSNOs, coz mélo
zanasledek redukci celkového mnoZstvi S-nitrosothiola v hypokotylu 1,5x po infekci.
U nachylné odrady slunec¢nice HA89 sepo inokulaci zvySil celkovy obsah RSNOs 3,5x
aaktivita ,NOS-like" enzymu byla po infekci patogenem snizena. Z vysledka |ze proto
usoudit, Zeu rezistentni odrady dodlo k absenci nitrosa¢niho stresu, pricemz u kultivaru
HAB89 se nitrosatni stres projevil. Je zajimaveé, Ze vysledné stanoveni celkového endogenniho
obsashu RSNOs bylo uneinokulovanych hypokotyla odolné odrady 1,8x vySSi
neZ u neinfikovanych hypokotylt néachylného kultivaru. Zavérem prace bylo potvrzeni
inverzni korelace mezi mnoZstvim RSNOs a aktivitou NOS.

S pouZitim fluorescenéni sondy (Alexa Fluor 488 Hg-link) byla také sledovana

bunécna lokalizace molekul RSNOs v rostlinném pletivu. Vysledky ukézaly, Ze u nachylnych
odrid, které nebyly napadané patogenem, nebyla hladina RSNOs téméi viibec detekovatelna
AvSak po inokulaci nastal vyrazny vzrast obsahu nizkomolekuldrnich S-nitrosothioli
ato zegiména v oblastech cévnich svazki, epidermanich bunék a parenchymatickych bunék
kary a diené. U neinokulovanych rezistentnich kultivart byly molekuly RSNOs piitomny
ve v&ech burikéch, po interakci s patogenem byly pozorovany pouze v bunkach epidermalnich
a cévnich svazcich (Chaki et al., 2009).

V publikaci Chaki et al. (2011) bylo zjisténo, Zze u semenacka slunecnice, které byly
vystaveny vysokym teplotam (38 °C po dobu 4 h), byla aktivita GSNOR v hypokotylu
redukovana o 25 %. L okalizace enzymu byla detekovana imunohistochemicky pomoci LSCM
v bunkach kury arovnéz v cévnich svazcich. Zaroven se i exprese gena v hypokotylu sniZila,
zatimco doSlo k akumulaci RSNOs. AvSak semen&cky hrachu, které byly podrobeny stejnym
podminkédm, reagovaly odlidné - hladina aktivity GSNOR se zvySila, stejné jako obsah
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RSNOs. Aktivita enzymu byla studovana také pii nizkych teplotach, kdy byl jako modelova
rostlina pouzit hrach sety (Pisum sativum L.). Sazenice hrachu byly vystaveny teploté 8 °C
po dobu 48 h, coz zpasobilo zvySeni aktivity GSNOR v listech az 0 67 % oproti kontrolnim
rostlinam asoucasny pétinasobny narist RSNOs (Leterrier et a., 2011). U rostlin hrachu
stresovanych 50 umol/l kadmiem byl obsah GSNO v kolenchymu listu drasticky redukovan.
Tento d&j byl zaroven doprovazen snizenim aktivity enzymu GSNOR o 31 % (Barroso €t al.,
2006). U olivovniku pod vlivem salinitniho stresu (200 mmol/l NaCl) byla lokalizace
akoncentrace GSNO naprosto odliSna. Zasoleni zpusobilo vyrazné zvySeni aktivity GSNO
ato predevsim v cévnich svazcich (Valderramaet al., 2007).

U papriky (Capsicum annuum L.) bylo prokézano, Zze se GSNO vyskytuje hojné
v korenech, ale také v listech a stoncich, kde pitimo umeérné souvisi s obsahem NO a nepiimo
shladinou aktivity GSNOR (Airaki et al., 2011). V jiné studii byla u papriky studovana
aktivita GSNOR pii vystaveni rostlin nizkeé teploté (8 °C po dobu 24 h). Bylo pozorovéno
zvySeni GSNOR 0 32 % a ndrast mnozstvi glutationu, pricemz obsah NO klesl cca o 50 %.
Béhem studia mutanti Arabidopsis thaliana citlivych na zménu teploty bylo Zzjigténo,
Ze se u nich pod vlivem tohoto stresoru projevuje kolisani hladiny GSNOR. Zato u prirozené
v piirodé rogtoucich rogtlin A. thaliana byla zji&téna podobna exprese GSNOR jak
u kontrolnich, tak i teplem stresovanych listt. Autoti predpokladaji, Ze narast hladiny GSNO
vede zaroven i ke zvySeni citlivosti rostlin k teplotnimu stresu (Leterrier et al., 2011).

Z vysledka ziskanych vramci této BP wvyplyva, Ze u S chmielewskii
a S habrochaites doSlo po infekci hemibiotrofnim patogenem P. parasitica s. 149 k narastu
signdlu GSNO. Nejvyssi lokalni narast signdlu enzymu GSNOR byl 72 hpi u S. esculentum L.
cv. Amateur. Naproti tomu u rezistentniho S. habrochaites nebyl detekovan vyrazny rozdil
mezi aktivitou GSNOR u kontrolnich a inokulovanych pletiv lista. AvSak v préci Kubienova
et a. (20144) bylo zji&eéno, Ze po napadeni biotrofnim patogenem Oidium neolycopersici byla
u tohoto genotypu sledovéna nadmérné produkce GSNOR ihned 24 hpi, ktera byla postupné
redukovana az do 72 hpi. V té&o BP bylo stanoveno, Ze k naristu signdlu GSNOR doSlo
u S habrochaites 48 hpi, pticemZz hladina enzymu nésledné klesala, podobn¢ zjitili
Kubienova et al. (2014a). Zato hladina aktivity zminéného enzymu byla u S esculentum L.

cv. Amateur aS chmielewskii mirné snizena 24 i 72 h po inokulaci padlim. Pomoci
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imunohistochemické analyzy bylo dokazano, Ze kontrolni rostliny vykazovaly velice slaby
signdl GSNO, zatimco po infekci patogenem doslo k intenzivnimu zvySeni signalu. Nejnizsi
signdl GSNO i GSNOR byl detekovéan u kontrolnich rostlin S. chmielewskii (Kubienovaet al.,
2014a). Z vySe uvedenych vysledki vyplyva, Ze dva rizné patogeny maji na stejné genotypy
roglin rizny vliv a efekt. Rozdil spo¢iva v odliSném nastupu symptomu, taktéz kolisa
i hladina GSNO/GSNOR. Lebeda et al. (2014) pozorovali u nachylného genotypu
S esculentum L. cv. Amateur po inokulaci O. neolycopersici zvySenou produkci NO, ktera
byla detekovana pouze v intervalu od 4-8 hpi. Publikace Kubienova et al. (20144) naznaiuje,
Ze u v&ech tiech zkoumanych genotypa Solanum spp. doSlo po infekci O. neolycopersici
ke zvy3ené tvorbé ROS aNO. V naSem patosystému by bylo také vhodné se dale zamgrit
na studium udlohy NO a ROS. Béhem BP bylo také potvrzeno, Ze agresivni fytopatogen

P. parasitica s. 149 nezpusobuije piilis vyrazné symptomy pii inokulaci listu.
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7. ZAVER

Hlavnim cilem mé préace bylo experimentalné prométit specifickou aktivitu GSNOR
v rogtlinném materialu v ¢asovém prabéhu 120 h patogeneze Phytophthora parasitica s. 149
anasledné pomoci invivo imunohistochemické detekce stanovit lokalizaci molekul GSNO
a GSNOR u t#i genotypt Solanum spp.

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze inokulace patogenem zpusobila u listi testovanych
genotypu rajc¢ete lokalni zvySeni hladiny enzymu GSNOR v okoli mista infekce, predevSim
u S lycopersicum cv. Amateur. Choroba se pak postupné Sitila do vzdalengjSich, okolnich
Césti pletiva. Intenzita i rozsah nekrézy se u jednotlivych genotypu lisily.

Histochemicka detekce taktéZ prokézala, Ze v pripadé pusobeni biotického stresu
(po inokulaci pletiva) dochazi u S. chmielewskii a S. habrochaites k narastu GSNO, kdezto
u S. lycopersicum cv. Amateur k poklesu. U mikroskopickych snimka pricnych feza hlavnim
cévnim svazkem byla pozorovana nejvysSi intenzita zeleného fluorescen¢niho signdlu
piedevsim v cévnich svazcich, ale také v segmentech palisadového a houbového mezofylu.

Experimentdlné naméiené hodnoty aktivity GSNOR ukazuiji, Ze je jeji dynamika
rozdilna u jednotlivych studovanych modelovych genotypi Solanum spp. a miaze byt
ovlivnéna riznymi vnéjSimi faktory. Soucasné bylo prokézano, Ze t¥i rtizné genotypy
Solanum spp. vykazuji riznou néchylnost/odolnost k hemibiotrofnimu patogenu P. parasitica
a biotrofnimu patogenu O. neolycopersici. Bylo také potvrzeno, Ze enzym GSNOR hraje
zésadni roli v katabolizmu GSNO ajeho aktivita vlivem biotického stresu (infekce P.
parasitica) roste.

Z ¢asovych duvoda nebyly provedeny experimenty selicitiny, proto tento Ukol

ziistava otevieny jako cil do budoucna.
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0. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3D

ADH3
APOX
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C

CAT
cGMP
DDT
eNOS
EPR
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSONH,
GSSG
H20,

Hpi

HR
iINOS

LC-ESIMS

LSCM
M
NADH
NiNOR

nNOS

Trojrozmérny

Adenin
Alkoholdehydrogenaza tiidy 111
Askorbétperoxidaza

Hovézi sérovy albumin

Cystein

Kataldza

Cyklicky guanosinmonofosfat
Dithiotreitol

Endotelidlni NO-syntaza
Elektronova paramagneticka rezonance
S-hydroxylaminoglutathion
Snitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktéza
Glutathion-sulfinamid
Glutathion-disulfid

Peroxid vodiku

Hodin po inokulaci
Hypersenzitivni reakce
Indukovatelnd NO-syntéza

Kapalinova chromatografie elektrosprejem pomoci hmotnostni
spektrometrie

Laserova skenovaci konfokalni mikroskopie
Methionin

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid
Nitrit:NO reduktaza

Neurondlni NO-syntaza
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NO Oxid dusnaty

NO Nitroxylovy anion

NO* Nitrosoniovy kation

NO Radikal oxidu dusnatého

NOS NO-syntaza

NR Nitrét reduktéza

0O, Molekularni kyslik

O, Superoxidovy anionradikal

ONOO Peroxydusitan

pl |zoelektricky bod

PMSF Fenylmethylsulfonylfluorid

gRT-PCR Kvantitativni real-time PCR

RNS Reaktivni formy dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

RSNOs S-nitrosothioly

SA Kyselinasalicylova

SAR Systémove¢ ziskana rezistence

SOD Superoxiddismutaza

T Thymin

TBSA BSAT TBS + 0,1% azid sodny + 1% BSA + 0,1% Triton X-100
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

uv Ultrafialové svétlo

w Tryptofan

XOD Xanthinoxidéaza

Y Tyrosin

a-GSNO Krysi polyklonalni protildtka proti GSNO
a-GSNOR Krali¢i polyklondlni protildtka proti GSNOR
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10.

PRiILOHA

Pripravaroztokia a pufri:

10 mmol/l Na'-fosfétovy pufr, pH 6,8

15,3 ml 0,2 M NaH,PO,4 + 14,7 ml 0,2 Na,HPO,, doplnit vodou do 500 ml.
Poté upravit pH na 6,8 a doplnit vodou do 600 ml.

50 mmol/I K*-fosfatovy pufr, pH 7,8

49 ml 1 M KHzPO4 + 45,4 ml 1 M K;HPO,, doplnit vodou do 900 ml.
Poté upravit pH na 7,8 a doplnit vodou do 1000 ml.

2 mmol/l NADH (Mr 709,4)

0,0014188 g rozpustit v 1 ml destilované vody.

4 mmol/l GSNO (Mr 336,3)

0,0013452 g rozpustit v 1 ml destilované vody.

Zasobni roztok Coomassie Blue
0,5 mg/ml Coomassie Brilliant Blue G250; 0,25 mol/I methanol; 0,5 mol/l 85% kyselina

fosfore¢nd. Zasobni roztok nakonec naredit destilovanou vodou v poméru 1:4.
Snitrosoglutathion (GSNO) (Moore et Mani, 2002)

Nejprve bylo potieba rozpustit na ledove 1azni 614 mg glutathionu ve 3 ml 0,5 mol/l HCI,
do kterého bylo pridano 138 mg dusitanu sodného. Nasledovala 40 min inkubace takto
vzniklé reakéni smési naledové lazni. Vyslednym produktem byla sraZzenina cervené

barvy, kterd byla za pomoci Blichnerovy ndlevky odséta. Nésledné byla srazenina promyta
2x 10 ml deionizované H,0, 2x 10 ml acetonu a 2x 10 ml diethyletheru, a poté prenesena
do alobalu (fotolabilita). SraZenina byla vysuSena v exikdtoru a poté zamraZena.
Pro experiment byl pouzit 4 mmol/l GSNO.

| munohistochemicka detekce GSNO a GSNOR

100% glycerol

PBS (2,5 mmol/l Na'-fosfatovy pufr pH 7,4; 0,73 mmol/l NaCl; 13 mmol/l KCI)
primérni protilatka — krali¢i polyklonalni protilatka a-GSNOR

primérni protilatka — krysi polyklonalni protilatka a-GSNO

sekundarni protildtka— Goat anti-rabbit 1gG (H&L), DyLight® 488 conjugated
sekundarni protildtka— Rabbit anti-rat 1gG (H&L), DyLight® 488 conjugated
TBSA-BSAT pH 7,6 (5 mol/l Tris; 0,9% NaCl; 0,05% azid sodny; 0,1% BSA; 0,1%
Triton X-100)





