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CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo v teoretické ¢asti vypracovat literarni reSersi zaméfenou na
charakterizaci:

1. obrannych reakei pfi abiotickém stresu se zaméfenim na teplotni stres;

2. ulohy reaktivnich forem dusiku a kysliku v obranné reakci na teplotni stres;

3. polyamint a jejich tlohy v obranné reakci rostlin na teplotni stres.

V experimentalni c¢asti bylo cilem prace studium vlivu kratkodobého a stalého
teplotniho stresu u dvou kultivarta Pisum sativum (cv. Kudrnaé, cv. Twinset) liSicich se
odolnosti vii¢i patogennim organismim na:
1. aktivitu diaminoxidasy a aminoaldehyddehydrogenasy v kofenové a nadzemni
casti,
2. regulaci aktivity vybranych enzymu prostiednictvim posttransla¢ni modifikace
S-nitrosylace;

3. produkci reaktivnich forem kysliku a dusiku.



1 UVOD

Béhem celého zivotniho cyklu jsou rostliny neustdle vystavovany ménicim se
environmentalnim faktortim, avSak jsou schopny se pfizplsobit se Sirokému spektru
riznych podminek. Jakmile dojde k prekroceni urcité prahové hodnoty, rostliny jsou
stresovany. Né&které definice rozliSuji stres na ,eustres”, ktery je pro organismus
naro¢ny, ale vede ke zlepSeni stavu. Druhym typem je ,distres”, ktery piesahuje
schopnost aklimatizace a zptuisobuje nevratné poskozeni rostliny nebo dokonce jeji smrt
(Krasensky-Wrzaczek a Kangasjarvi, 2018).
a vyvoj rostlin, mira Gi¢inku zavisi na intenzit€ tepla, délce a rychlosti zvySovani teploty
(Lietal., 2018). V priabéhu odpovédi na teplotni stres se v rostlinné bufice rapidné méni
jeji redoxni rovnovaha. Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS) predstavuji
vysoce reaktivni molekuly ¢i volné radikaly, které vyznamné ovliviiuji redoxni stav
buniky. ROS i RNS maji v buitkdch primarné signéalni funkce, za stresovych podminek
naopak jejich vysoké hladiny mohou pfispivat ke vzniku tzv. oxida¢niho nebo
nitrosa¢niho stresu vedouciho k poskozeni bunééné struktury (Choudhury et al., 2017).

Posttranslacni modifikace proteinii (PTM) ptedstavuji klicové mechanismy regulace
jejich stability diky zméné konformace, subcelularni lokalizace i aktivity cilovych
proteinti. Nejdilezitéjsi PTM v signalizaci ROS pfedstavuje oxidace dvou
sulfanylovych (-SH) skupin cysteinu za tvorby disulfidové vazby (Biswas et al., 2006).
Mezi dalsi slouceniny produkované v rostlinnych buiikdch v reakci na teplotni stres
patii oxid dusnaty (NO). Stejné jako ROS je 1 NO vysoce reaktivni a schopny
posttranslacné modifikovat proteiny na cysteinovych zbytcich, a to prostfednictvim
S-nitrosylace, ktera spo¢iva v navazani nitroso- skupiny (-NO) na cilovou -SH skupinu
cysteinu (Tada et al., 2008; Hussain et al., 2016). Vyznamnymi enzymy metabolismu
ROS u rostlin, jejichz aktivita je regulovana S-nitrosylaci, jsou askorbatperoxidasa
zachycujici peroxid vodiku (H202) a NADPH oxidasa produkujici H2O2, coz dokazuje,
7e NO muze mit regulaéni roli v produkci H2O2 (Yun et al., 2011; De Pinto et al., 2013;
Yang et al., 2015).

Polyaminy (PA) jsou nizkomolekularni alifatické polykationty, které se akumuluji
v reakci na abioticky stres (Hussain et al., 2011). Podileji se na rdstu a vyvoji rostlin
(Silveira et al., 2013), programované bunécné smrti (Kim et al., 2013), zrani ovoce
(Gil-Amado a Gomez-Jimenez, 2002), diferenciaci xylému (Tisi et al., 2011).

Metabolismus PA je katalyzovan dvéma tfidami enzymi, a to diaminoxidasami
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obsahujicimi jako kofaktor méd’, a polyaminoxidasami obsahujicimi FAD.
Katabolismus PA vede k produkci H2O., ktery v nizké koncentraci zastava funkci
signalni molekuly a ve vysokych koncentracich je toxicky (Cona et al., 2006). Pomér
katabolismu a biosyntézy PA je rozhodujicim faktorem, ktery vede bud’ k toleranci
rostlin na abioticky stres, nebo kbunééné smrti. PA tedy vyznamné pfispivaji

k toleranci rostlin stres modulaci homeostazy ROS (Moschou et al., 2008).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Obranné reakce u rostlin vystavenych teplotnimu stresu
Rostliny jsou neustale vystavovany riznym biotickym a abiotickym stresovym

faktorim, které zpisobuji zmény v jejich metabolismu. Tyto zmény vedou k udrzeni
rovnovahy mezi tvorbou a spotfebou energie a k optimalnimu redoxnimu stavu v bufice
(Suzuki et al., 2012). Rada stresovych faktori ma znatny nepiiznivy vliv na
metabolismus, rast a vyvoj rostlin, kdy pfi jejich dlouhodobém plisobeni dochazi az
k thynu rostliny. Stresové faktory abiotického charakteru zahrnuji piisobeni sucha, UV
zateni, salinity, extrémnich teplot, ptisobeni tézkych kovu, pesticidi, herbicida, ¢i
mechanické posSkozeni/poranéni rostliny. Tyto faktory jsou v disledku zhorSeni
zivotniho prostfedi vaznymi hrozbami pro zemédé€lstvi. Jsou hlavni pfic¢inou ubytku
plodin na celém svété a snizuji primérné vynosy u vétSiny zemédéelsky vyznamnych
plodin o vice nez 50 % (Boguszewska a Zagdanska, 2012).

Teplotni stres (TS) je Casto definovan jako zvySeni teploty nad prahovou hodnotu po
dobu dostate¢nou k tomu, aby zpiisobila nevratné poSkozeni rlstu a vyvoje rostlin.
Obecné plati, ze pfechodné zvySeni teploty, obvykle 10-15 °C nad okolni teplotu, se
povazuje za TS (Willits a Peet, 1998). TS, ke kterému dochazi v disledku neptiznivych
podminek prosttedi (chlad nebo zvySena teplota), vyznamné ovlivituje redoxni stav
bunky, kdy se néasledné zmény v metabolickych drahach negativné projevuji na ristu
i vyvoji rostlin (Suzuki a Mittler, 2006; Suzuki et al., 2012; Bita a Gerats, 2013).
V disledku TS se méni bunénd homeostdza v rostlinné bufice primarné naruSenim
fotosyntézy a zvySenim fotorespirace (Noctor et al., 2007). Rostliny v ramci obranné
reakce na TS disponuji fadou mechanismi na urovni regulacni, jako je napt. produkce
signalnich molekul (vyznamnou roli hraji ROS, RNS a Ca?* ionty), indukce mitogenem
aktivovanych proteinkinas (MAPK), Ca?*-dependentnich proteinkinas (CDPK), zvyseni
transkripce obrannych genil a tvorby tzv. heat shock proteint (Hsp). Dal§im regula¢nim
mechanismem je udrZeni stability bunéfnych membran prostfednictvim
osmoprotektanti a V neposledni tad¢ také aktivace enzymovych i neenzymovych
antioxidacnich systémi vedouci ke snizeni hladiny ROS. Akumulace osmoticky
aktivnich latek, tzv. osmoprotektanti, jako jsou napt. prolin, glycinbetain nebo
rozpustné sacharidy (sacharosa, rafinosa, stachyosa, trehalosa) je jednim z dulezitych

adaptivnich mechanismia v rostlinach vystavenych TS (Sakamoto et al., 2000).



Komplexni aktivace obrannych mechanismii umoZziiuje rostlinAm vyrovnat se
s pusobenim TS (Wahid et al., 2007).

Pftimym disledkem bunécnych zmén vyvolanych TS je nadprodukce ROS
(Bhattacharjee, 2012). ROS jsou vysoce reaktivni molekuly ¢i volné radikaly, které ve
vysokych hladinach piisobi toxicky. Mohou se podilet na poskozeni nukleovych
kyselin, oxidaci proteintl, ptipadné peroxidaci lipidl, coz nakonec mtize vést az ke smrti
bunky. ZvysSena koncentrace ROS v dusledku piisobeni stresovych faktort, vede k tzv.
oxidaénimu stresu (Vadez et al., 2012). V zavislosti na koncentraci maji ROS u rostlin
dvoji roli (Kotchoni a Gachomo, 2006). Pfi nizkych koncentracich mohou ROS ptisobit
Vv bunééné signalizaci jako tzv. druzi poslové a podilet se na aktivaci ftady
intracelularnich signalnich drah, a to jak za fyziologickych podminek, tak 1 v rdmci
obrannych reakci na stres. Naopak, pfi vySSich koncentracich se projevuje toxicky
ucinek ROS negativné na dalsi rust a vyvoj rostliny (Mittler, 2002; Torres et al., 2002;
Miller et al., 2008). Hladina ROS je proto kontrolovana fadou antioxida¢nich systémd,
které jsou vyznamné aktivovdny v radmci obrannych reakci rostlin pfi piisobeni
stresovych faktort (Tuteja et al., 2012).

Na zéklad¢é globalnich klimatickych zmén je TS povazovan za kriticky faktor pro
produktivitu rostlin a rostlinnou biogeografii. Reakce rostlin na TS zavisi na intenzité
zmeén teploty, dob¢ trvani stresu a druhu rostliny. Vysoké teploty mohou neptiznivé
ovlivnit Zivotné dilezit¢ fyziologické procesy, jako je fotosyntéza, respirace,
ptijem/vydej vody, stabilitu membran a také mohou modulovat hladiny fytohormond,
primarnich i sekundarnich metaboliti (Hemantaranjan et al., 2014). Termotolerance,
schopnost organismu odolavat teplu, je velmi diileZitou vlastnosti v rostlinach, protoZe
rostliny jsou fixovany na svém misté. Experimentalni studie prokéazaly, Ze ziskana
termotolerance miiZze byt u rostlin zprostfedkovana aktivaci bunénych mechanisml
(kyselinou salicylovou (SA), kyselinou abscisovou (ABA), Ca®' ionty, ethylenem)
vedoucich k ochrané pfed oxida¢nim poskozenim bunck/celych rostlin za vysokych

teplot (Larkindale a Huang, 2004; Suzuki a Mittler, 2006).

2.1.1 Heat shock proteiny

Molekuldrni chaperony jsou klicovou komponentou, kterd pfispiva k bunééné
homeostaze pifi optimélnich i nepfiznivych podminkéach ristu. Jsou zodpovédné za
skladani, translokaci i degradaci proteini béhem bunécnych procesii. Dale ptsobi také

pii stabilizaci proteini a membrdn, napomahaji opétovnému skladani proteini za



stresovych podminek. Mnoho proteinli vykazuje chaperonovou aktivitu a mnoho
molekularnich chaperonii patii mezi stresové proteiny ptivodné identifikované jako tzv.
heat shock proteiny (Hsp) neboli proteiny teplotniho Soku (Lindquist a Craig, 1988;
Mishra et al., 2018). Exprese stresovych proteint je dulezita pro adaptaci rostlin na
stres. VétSina stresovych proteinll je rozpustnd ve vod¢, a proto pravdépodobné ke
stresové toleranci pfispivaji hydrataci bunéénych struktur (Wahid a Close, 2007).
Molekularni Hsp/chaperony se nachazeji v cytoplazmé, jadie, mitochondriich,
chloroplastech a endoplazmatickém retikulu a podle jejich molekulové hmotnosti jsou
rozdeleny do péti hlavnich tfid: Hsp70 (DnaK), chaperoniny (GroEL a Hsp60), Hsp90,
Hsp100 (Clp) a malé Hsp (sHsp) s molekulovou hmotnosti 15-30 kDa (Lindquist
a Craig, 1988). Hsp/chaperony Hsp60, Hsp70 a Hsp90 interaguji se Sirokou skalou
ko-chaperonovych proteint, které reguluji jejich aktivitu nebo pomahaji pii skladani
specifickych proteini (Wang et al., 2004; Kotak et al., 2007; Gupta et al., 2010;).
V piehledné praci Park a Seo (2015) jsou uvedeny Hsp podilejici se na rostlinné imunité
(Tab. 1).

Tab. 1 Ptehled heat shock proteinti (Hsp) podilejicich se na rostlinné imunité (pfevzato
a upraveno z Park a Seo, 2015).

Tiida  Molekulova Predpokladana funkce Umisténi v buiice Zastupce
hmotnost
(kDa)
Hspl100 100-104 Skladani proteint, Cytosol, mitochondrie, Hsp100, Clp
desagregace chloroplast
Hsp90  82-90 Genetické vyrovnavani, Cytosol, Hsp90,
regulace receptorti, endoplazmatické Grp94/gp96
translokace proteinil retikulum, jédro,
mitochondrie, chloroplast
Hsp70  68-75 Zabranuje agregaci, Cytosol, Hsp70,
pomahda  opétovnému endoplazmatické BiP/Grp78
slozeni retikulum, jadro,
mitochondrie, chloroplast
Hsp60  58-65 Skladani a pomoc pti Cytosol, mitochondrie, Cpn60, CCT
opétovném skladani chloroplast
Hsp40  35-54 Ko-chaperon Cytosol, Hsp40, ERd]
endoplazmatické
retikulum
sHsp 15-30 Zabranuje agregaci, ko- Cytosol, Hsp20
chaperon endoplazmatické
retikulum, mitochondrie,
chloroplast
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Nizkomolekularni sHsp jsou vrostlinach mnohem rozmanitéjsi nez jiné
Hsp/chaperony s ohledem na podobné sekvence, umisténi v buiice a funkce. sHsp jsou
vSudypiitomné syntetizovany v prokaryotickych a eukaryotickych buiikach jako
odpovéd’ na teplo a jiné stresové faktory. Je také znamo, ze nckteré sHsp jsou
exprimovany béhem urcitych vyvojovych fazi (Wang et al., 2004).

Ko-chaperony Hsp40 diky pfitomnosti vysoce konzervované J-domény reguluji
aktivitu Hsp70 (Rug a Maier, 2011). Bylo prokéazano, ze Hsp40 spolecné¢ s Hsp70
pusobi jako pozitivni regulatory rostlinné imunity. Mimo cytosol a mitochondrie se
Hsp40 nachazeji v endoplazmatickém retikulu sav¢ich bunék, kde maji oznaceni ERdj
ptipadné ERj, u rostlin je o jejich pfesné funkci zndmo malo informaci (Ohta a Takaiwa,
2014; Park a Seo, 2015).

Tiida Hsp60, ktera se také oznacuje jako chaperoniny je tfidou molekularnich
chaperont, které byly nalezeny u prokaryot a v mitochondriich a plastidech eukaryot.
Do této tiidy patii prokaryoticky GroEL a jeho eukaryoticky ekvivalent Hsp60 (Wang
et al,, 2004). Mitochondrialni Hsp60 byl poprvé nalezen u Tetrahymen (pozn.
Tetrahymena je oznaceni pro skupinu prvoki z kmene ndlevnici), kde byl vytvofen
béhem odpovédi tohoto organismu na stres. Chloroplastovy chaperonin je nutny pro
sestaveni ribulosa-bisofosfatkarboxylasy/oxygenasy (RUBISCO) a odtud plyne nazev
pro RUBISCO vazebny protein (Hendrick a Hartl, 1993).

Hsp70 spole¢né se svymi ko-chaperony (napi. Dnal/Hsp40 a GrpE) pomahaji pfi
procesech skladani proteini v témét vSech bunéénych kompartmentech (Hartl, 1996;
Frydman, 2001). Hsp70 se skladaji z vysoce konzervované N-koncové ATPasové
domény o velikosti 44 kDa a C-koncové peptidové vazebné domény o velikosti 25 kDa,
kterd je rozdélena na konzervovanou vazebnou doménu substrditu a méné
konzervovanou doménu C-konce o velikosti 10 kDa. Cyklus vazby a uvoliovani
substratového proteinu je spojen s vnitini ATPasovou aktivitou Hsp70, kterd se vyuziva
jako pohon konformaé¢ni zmény v C-koncové peptidové vazebné doméné (Bukau
a Horwich, 1998). Zakladni funkci Hsp70 je ochrana pfed agregaci a napomahani pii
opctovném skladani proteinii za normadlnich i stresovych podminek (Hartl, 1996;
Frydman, 2001). Rovnéz se podileji na importu a translokaci proteinli a usnadiiuji
proteolytickou degradaci nestabilnich proteinti tim, ze jsou zacileny na lysozomy nebo
proteasomy (Hartl, 1996). Dale se mohou podilet na kontrole biologické aktivity
sloZzenych regulacnich proteinli a také mohou plsobit jako negativni represory.

Prosttednictvim tzv. heat shock faktort (Hsf) je regulovana transkripce Hsp (Mishra et
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al., 2002). Hsf se nachazeji Vv cytosolu, kde vytvaii trimery a po fosforylaci jsou
translokovany do jadra, kde se navazou na ur€ité misto na promotoru genu kodujiciho
Hsp a iniciuji jejich expresi (Morimoto et al., 1992).

Hsp90 je jeden z nejrozsitenéjsich cytosolickych proteinid u bakterii, eukaryot véetné
kvasinek a predstavuje 1-2 % z celkového mnozstvi proteint v nestresovanych butikach.
Vyskyt heho homologii byl také popsan v endoplazmatickém retikulu a v chloroplastech
(Buchner, 1999). Hsp90 napomahaji spravnému slozeni proteinti, stabilizuji proteiny
vuci TS, pomdhaji pii jejich degradaci, zabranuji nespravnému slozeni proteind,
agregaci rozlozenych nebo ¢astecné sloZzenych proteind, napomahaji transportu protein
pfes endoplazmatické retikulum a organelové membrany a fidi bunéénych cyklus
(Buchner, 1999; Frydman, 2001; Young et al., 2001; Stechmann a Cavalier-Smith,
2004). Také bylo zjisténo, ze interaguji s proteasomem 26S, kde hraji hlavni roli pfi
jeho sestaveni a zajistuji jeho integritu (Imai et al., 2003). Na Obr. 1 je uvedeno schéma
regulace transkripce Hsp90 prostiednictvim Hsfl. Aktivita Hsp90 je regulovéna
posttranslaénimi modifikacemi, ale i interakcemi s rtiznymi ko-chaperony které
ovliviiuji jejich vazebnou specifitu pro dané proteiny (Leach et al., 2012).

Chaperony tfidy Hsp100 patii do velké rodiny AAA proteint, tj. ATPas spojenych
S riznymi bunécnymi aktivitami (ATPases Associated with diverse cellular Activities).
Jejich hlavni funkce spociva v tom Ze, zabrafuji agregaci a nespravnému slozeni
proteini. Dalsi vyznamnou ulohou Hspl00 je zapojeni v desagregaci (tj. rozpadu
proteinovych celkll na ¢asti) anebo Uplné degradaci proteind. Odstranéni nefunkénich,
ale 1 potencidlné Skodlivych polypeptidii, které jsou disledkem chybného skladani,
denaturace nebo agregace proteinové struktury, je dulezité pro udrzeni bunécné
homeostazy (Schirmer et al., 1996; Latterich a Patel, 1998).
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Obr. 1 Transkripce heat shock proteinu 90 (Hsp90) u Saccharomyces cerevisiae je fizena heat
shock faktorem 1 (Hsfl), ktery je negativné autoregulovan. Posttranslacni modifikace, jako
fosforylace, S-nitrosylace a pravdépodobné i acetylace, ovliviiuji aktivitu Hsp90 i interakci
Hsp90 se specifickymi ko-chaperony, ¢imz se snizi/zpomali rychlost skladani protein
(pfevzato a upraveno z Leach et al., 2012).

Hsf jsou pfitomny u vSech eukaryot, nicméné nejvice jich bylo objeveno u rostlin
(38 u soji, 25 v ryzi, 21 v Arabidopsis thaliana) v porovnani s jedinym Hsfl
u Saccharomyces cerevisiae nebo se sedmi v lidském organismu (Nover et al., 2001;
Baniwal et al., 2004, Fujimoto a Nakai, 2010). Hsf jsou rozdéleny na zakladé
strukturnich motiva do tii skupin A, B a C (Nover et al., 1996; Nover et al., 2001). Pro
Hsf tfidy A je nutny tzv. aktivacni motiv AHA (aromaticky, hydrofobni, kysely), ktery
je potiebny pro transkripéni aktivitu. Hsf tfidy B a C tento motiv postradaji a jsou proto
povazovany za inhibi¢ni Hsf (Ikeda et al., 2011). HsfA1 ptedstavuji hlavni regulatory
odpovédi na TS. Piedpoklada se, Ze HsfAl piimo reguluji hladiny exprese gen
kodujicich dtlezité transkripéni faktory, které reaguji na TS, zahrnujici napf.
,dehydrata¢ni responsivni element vazajici protein 2a*“ (DREB2A), HsfA2, HsfA7a,
HsfB a ,,multiproteinovy bridging faktor 1c¢“ (MBF1C) (Yoshida et al., 2011). Na
Obr. 2 je naznacena slozitost a provazanost sit¢ regulacnich reakci, ke kterym dochazi

po vystaveni organismu TS.
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Obr. 2 Regulacni sit’ transkripci zapojena do reakce na teplotni stres. Béhem reakce na teplotni
stres piisobi heat shock faktory A1 (HsfAl) jako hlavni transkripéni regulatory. Za nestresovych
podminek heat shock protein 70 a 90 (Hsp70; Hsp90) inhibuji aktivitu HsfAl. Po teplotnim
stresu  jsou HsfAl aktivovany a indukuji  expresi transkripénich  faktord -
,dehydratacni responsivni element vazajici protein 2a* (DREB2A), ,,multiproteinovy bridging
faktor 1c*“ (MBF1C), HsfA2, HsfA7a a HsfB. Pro stabilizaci a aktivaci DREB2A je nutna
posttransla¢ni regulace. Aktivovany DREB2A indukuje expresi svych cilovych gent (pfevzato
a upraveno z Ohama, 2017).

Mezi rostlinnymi Hsf je rovnéz HsfA1l povazovéan za hlavni transkripcni aktivator
nepostradatelny pro vyvolani odpovédi na TS (Yoshida et al., 2011). Aktivita HsfA1 je
regulovana PTM (fosforylaci a sumoylaci) a protein-proteinovou interakci (Yoo et al.,
2006; Schulz-Raffelt et al., 2007). Za nestresovych podminek Hsp70 a Hsp90 potlacuji
aktivitu HsfA1 (Hahn et al., 2011). Po TS dochazi k uvolnéni HsfAl (Zheng et al.,
2016; Jacob et al., 2017) (Obr. 3).
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Obr. 3 Schématické znazornéni ulohy heat shock proteinu (Hsp) a heat shock faktort (Hsf)
v aktivaci obrannych mechanismi na abioticky stres. 1) Za nestresovych podminek dochazi
k protein-proteinové interakci Hsf tiidy Al s Hsp90/70. Jejich ko-chaperony a ,,dehydrata¢ni
responsivni element vazajici protein 2a“ (DREB2A) jsou degradovany prostfednictvim
ubikvitin-26 S proteasomovému systému (UPS) diky DREB2A interakéniho proteinu (DRIP1/2)
E3 ligasy. 2) Za stresovych podminek se zvySuje mnozstvi chybné sloZzenych proteintl, coz vede
ke ztraté¢ jejich funkce. 3) Chybn¢ slozené proteiny interaguji s Hsp90/70. 4) Dochazi
K uvolnéni HsfA1l z komplexu s Hsp90/70. 5) V souvislosti s vysokym obsahem reaktivnich
forem kysliku (ROS) mohou HsfAl vytvaret oligomery. 6) HsfAl se nasledné vaze na tzv. heat
shock elementy (HSE) na DNA a indukuje transkripci cilovych gend. 7) Teplo, sucho a salinita
maji za nasledek inhibici E3 ligasy DRIP1/2 a akumulaci DREB2A. 8) Sucho a salinita
zpusobuji akumulaci kyseliny abscisové (ABA), ktera se nasledné vaze na receptor
proteinfosfatasy 2 Cs (PP2C). 9) Kinasa SnrK?2 aktivuje cilovy protein ABF/AREBs fosforylaci.
10) HsfA1l, ABF/AREBs a DREB2A vstupuji do jadra, kde se spolecn€ nebo oddélené vazi na
svij cilovy motiv na DNA (ABRE, DRE a HSE), coz vede k aktivaci exprese cilovych geni.
11) Indukované proteiny zahrnuji stresoveé specifické transkrip¢ni faktory, které zpétnovazebné
pozitivné ovliviuji transkripci Hsf a Hsp (pfevzato a upraveno z Jacob et al., 2017).

2.1.2 Reaktivni formy kysliku

Vsechny aerobni organismy vyuzivaji kyslik v pribéhu dychdni. Samotny kyslik neni
prilis reaktivni ani toxicky, ale mé potencial byt ¢aste¢né redukovan, coz vede ke tvorbé
velmi reaktivnich meziprodukti. Mezi ROS patii singletovy kyslik (*O2), superoxidovy
radikal (O2¢), peroxid vodiku (H202) a hydroxylovy radikal (OHe) (Saxena et al.,
2016). ROS jsou produkovany i za fyziologickych podminek napt. v chloroplastech,
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mitochondriich a peroxisomech jako vedlejsi produkty respirace a fotosyntézy.
V disledku ptisobeni stresovych faktort je rychlost produkce ROS vyznamné zvySena,
coz muze vést k oxidaci/peroxidaci DNA, proteinli, sacharidi a lipidi s naslednou
bunéénou smrti (Raja et al., 2017). Koneénym dusledkem rychlého naristu
intracelularnich hladin ROS je tzv. oxidacni stres. Koncentrace ROS je u rostlin
regulovana fadou antioxidac¢nich systémili enzymového a neenzymového charakteru.
Mezi vyznamné enzymové antioxidanty podilejici se na snizeni hladiny ROS patii napf.
katalasa (CAT, EC 1.11.1.6), askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11),
glutathionperoxidasa (GSHPX, EC 1.11.1.9) a superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1)
a neenzymovymi antioxidanty jsou napft. askorbat (ASH), glutathion (GSH), a-tokoferol
a flavonoidy (Kapoor et al., 2015). Rostliny vyuzivaji ROS jako signalni molekuly
K regulaci ristu a vyvoje za fyziologickych podminek (Saxena et al., 2016). ROS
vystupuji 1 jako molekuly signdlni transdukce zprostfedkovavajici odpovéd na tadu
environmentalnich strest biotického a abiotického charakteru. Na jedné strané jsou tedy
ROS poskozujici toxické molekuly a na druhé strané se jedna o molekuly signalni

transdukce (Suzuki a Mittler, 2006).

2.1.2.1 Produkce reaktivnich forem kysliku

Je znadmo, Ze chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy a enzymy lokalizované na
plazmatickych membranach patifi mezi vyznamné zdroje ROS v rostlinnych buiikach
(Obr. 4) (Gill a Tuteja, 2010; Noctor et al., 2018). Produkce ROS v mitochondriich
probiha za normalnich respira¢nich podminek, ale miize byt zvySena v reakci na rtizné
biotické a abiotické stresové faktory. Komplex I a III mitochondrialniho elektronového
transportniho fetézce jsou hlavnim mistem tvorby Oz« (Obr. 4) (Quan et al., 2008;
Nadeem, 2018). Bylo odhadnuto, Ze piiblizné 1-5 % spottebovaného mitochondrialniho
02 vede k produkci H20,, ktery miize reagovat s Fe?* ionty a Cu* ionty za vzniku
vysoce toxického OHe, ktery ndsledné¢ miliZze projit mitochondridlni membranou
a podilet se na membranové peroxidaci (Meller, 2001; Rhoads et al., 2006). Dochazi ke
tvorbé cytotoxickych lipidovych aldehydt, alkenti a hydroxyalkeni a to zejména
4-hydroxy-2-nonenalu a malondialdehydu, které mohou zpusobit bunééné poskozeni
reakci s proteiny, jinymi lipidy a nukleovymi kyselinami (Gill a Tuteja, 2010; Raja et
al., 2017; Noctor et al., 2018).

Ve vyssich rostlindch a fasach probiha fotosyntéza v chloroplastech obsahujicich

vysoce organizovany membranovy systém (thylakoidy), kde se nachazi vSechny slozky
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fotosyntetického aparatu (Pfannschmidt, 2003). Kyslik vytvoieny v chloroplastech
béhem fotosyntézy mize pfijimat elektrony, které prochazeji fotosystémy, coz vede ke
tvorbé O2e. Hlavnim mistem produkce ROS jsou fotosystémy PSI a PSII (Obr. 4).
Razné abiotické stresové faktory, jako je nadbytek svétla, sucho, salinita a podminky
limitujici oxid uhli¢ity produkci ROS zvysuji. Pokud je elektronovy transportni fetézec
pfetizen, je Cast elektroni odklonéna od ferredoxinu ke Oz, ¢imz se redukuje na Oz,
tzv. Mehlerova reakce. Pfirozenym vedlej$im produktem fotosyntézy je 'Oa, ktery se
tvoti hlavné u PSII. Na vnéjsi strané stromatalni membrany se Oz’ spontanné nebo za
katalyzy CuZn-SOD dismutuje na H.O> (Gill a Tuteja, 2010).

Hlavni metabolické procesy, jez jsou zodpovédné za tvorbu H20. v peroxisomech
jsou oxidace glykolatu v procesu fotorespirace, oxidace B-mastnych kyselin, reakce
katalyzované flavinoxidasami a disproporcionace Oz radikala (Obr. 4) (Del Rio et al.,
2002).

Hlavnim zdrojem ROS v apoplastu jsou rostlinné NADPH oxidasy, které¢ jsou fazeny
do rodiny RBOHs (Respiratory Burst Oxidase Homologues) a jsou homologni
S podjednotkou gp91phox Zivocisné NADPH oxidasy. Tyto enzymy jsou lokalizovany
v plazmatické membrané¢ a vytvari apoplasticky Oz pomoci cytosolového NADPH
(Obr. 4) (Sagi a Fluhr, 2006). Skladaji se ze Sesti transmembranovych domén
a cytosolovych C-koncovych FAD a NADPH hydrofilnich vazebnych domén.
Cytoplazmatickd N-koncova oblast rostlinnych NADPH oxidas obsahuje dva vysoce
konzervativni EF motivy, které jsou zodpovédné za regulaci aktivity RBOH. Nicméné
konformaéni zmény zprostiedkované navazanim Ca®* se vyskytuji pouze na jednom EF
motivu. Aktivita enzymu RBOH, jednoho z nejvyznamnéjsich zdroji ROS v reakci na
pusobeni stresovych faktor, musi byt pfisn€ regulovdna na rGzné podnéty. Aktivita
RBOH, kterd je zavisla na Ca®', je také regulovana fosforylaci, RBOH-lipidy
a specifickymi proteinovymi interakcemi. ROS produkované pomoci RBOH aktivuji
Ca2" kanaly hyperpolarizaci plazmatickych membran. Otevienim téchto kanal se zvysi
obsah Ca?* v cytosolu. Zvyseny obsah symplastického Ca?* miize pak déile aktivovat
RBOH vazbou na cytosolovy EF motiv. Zvyseny obsah Ca?* v cytosolu mize spoustét
dalsi reakce prostfednictvim proteinti vazajicich Ca?*. Stejné jako u ROS je zvyseni
koncentrace Ca?* rozhodujicim krokem ke spusténi obranné signalizace (Podgérska et
al., 2017). Pii vysokych koncentracich S-nitrosothiolti (thiolové skupiny cysteinu
modifikované oxidem dusnatym) muize byt aktivita NADPH oxidasy regulovana

prostiednictvim PTM S-nitrosylace. Bylo zjisténo, Zze NADPH oxidasa A. thaliana
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(oznacovana jako AtRBOHD) byla po vystaveni S-nitrosoglutathionu (GSNO) nebo
S-nitrosocysteinu  (Cys-NO) S-nitrosylovana na cysteinovém zbytku v pozici 890
(Cys890) jak v podminkach in vitro tak in vivo béhem reakce na stres. Jelikoz je Cys890
umistén za konzervovanymi zbytky fenylalaninu v pozici 921 a 570, dojde vazbou
S-NO skupiny k zabranéni vazby kofaktoru FAD, coz nakonec vede k inhibici aktivity
enzymu, poklesu produkce ROS a potlaceni bunééné smrti (Yun et al., 2011).

Na produkci ROS se podili také enzym aminoxidasa. Tomuto enzymu se podrobné
vénuje kapitola 2.1.7.1 Aminoxidasy. Dal§im proteinem produkujicim ROS v apoplastu
napf. pii abiotickém stresu je oxalatoxidasa (OXO, EC 1.2.3.4) (Raja et al., 2017).

PGA  Glykolit

NADPH
—<C
NADP*

c 07 -p
0z H,0, |

Obr. 4 Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) u rostlin. Hlavnimi misty tvorby ROS jsou
chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy a NADPH oxidasa lokalizovand na plazmatické
membrané. ETC elektronovy transportni fetézec, H.O. peroxid vodiku, 'O, singletovy kyslik,
O« superoxidovy radikal, PGA 3-fosfoglycerat, PSI/II fotosystém I/II, RBOH Respiratory
Burst Oxidase Homologues, RuBP ribulosa-1,5-bisfosfat (pfevzato a upraveno z Noctor et al.,
2018).

13



2.1.2.2 Enzymy podilejici se na regulaci oxida¢niho stresu
K ochrané pied toxickymi ucinky ROS pouzivaji rostlinné buiiky fadu antioxida¢nich

obrannych systému lokalizovanych piedev§im v chloroplastech, mitochondriich
a peroxisomech (Gill a Tuteja, 2010). Nejucinngj$im intracelularnim enzymovym
antioxidantem, ktery je pfitomen ve vSech aerobnich organismech a subcelularnich
kompartmentech nachylnych k oxida¢nimu stresu, je metaloenzym SOD. Tento enzym
je dilezity v toleranci vuci stresu a pfedstavuje prvni obrannou linii vici toxickym
ucinkim zvySenych hladin ROS. SOD katalyzuje dismutaci Oz za tvorby H20». Tim se
snizuje riziko tvorby hydroxylovych radikalt pies Haber-Weissovu reakci Podle
kovového kofaktoru jsou rozdéleny SOD na enzymy obsahujici méd’ nebo zinek
(Cu/zZn-SOD), mangan (Mn-SOD) nebo Zelezo (FeSOD) (Fridovich, 1995). Aktivita
izoenzymt SOD miize byt detekovana negativnim barvenim a identifikovana na zaklad¢
jejich citlivosti ke kyanidu draselnému (KCN) a H202. Mn-SOD je vuci obéma
inhibitorim odolna, Cu/Zn-SOD je k obéma inhibitorim citliva, zatimco Fe-SOD je
viaci KCN citliva a k H2O2 je odolna (Corpas et al., 1998). Charakteristicka je také
subcelularni distribuce téchto izoenzymil. Mn-SOD se nachéazi v mitochondriich
eukaryotickych bunék a peroxisomech (Fridovich, 1995; Corpas et al., 1998). Nékteré
z izoenzymi Cu/Zn-SOD byly nalezeny v ¢astech cytosolu a také v chloroplastech
vysSich rostlin. Izoenzymy Fe-SOD se nachazeji u prokaryot a v chloroplastech
eukaryotickych bunék (Van Camp et al., 1996).

Dale mezi enzymové antioxidanty patii enzym CAT obsahujici hem, jeZ odstraiiuje
H20. rozkladem na H20O a O.. CAT je lokalizovana piedev§im v peroxisomech
a mitochondriich. CAT je dulezita pro odstranéni H20> vznikajiciho napt. pii B-oxidaci
mastnych kyselin, fotorespiraci a purinovém katabolismu, diky ¢emuz muize mit
vyznamnou roli pti udrzovani bunééné redoxni homeostazy (Scandalios et al., 1997).

Za klicovy mechanismus metabolismu H202 u Zivocichl i1 u rostlin je povaZzovan
askorbat-glutathionovy (ASH-GSH) cyklus, znamy také jako Foyer-Halliwell-Asadova
drdha. Enzymy tohoto cyklu APX, monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR,
EC 1.6.5.4), dehydroaskorbatreduktasa (DHAR, EC 1.8.5.1) a glutathionreduktasa (GR,
EC 1.6.4.2) jsou lokalizovany v peroxisomech, mitochondriich, chloroplastech
a v cytosolu (Jimenez et al., 1997; Foyer a Noctor, 2011; Del Rio a Lopez-Huertas,
2016).
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APX byla nalezena u mnoha vyssich rostlin a ma nejméné pét ruznych izoforem
zahrnujicich: thylakoidni APX (tAPX), APX védzanou na membriny glyoxisomu
(gmAPX), APX lokalizovanou ve stroma chloroplastii (sAPX) a cytosolovou formu
(cAPX) (Asada, 1992; Yamaguchi et al., 1995; Ishikawa et al., 1996; Shigeoka et al.,
2002). Paty izoenzym APX se vyskytuje ve form¢ vdzané na mitochondrialni
membrany (mitAPX) (Jimenez et al., 1997; De Leonardis et al., 2000). Molekularni
a enzymov¢ vlastnosti izoenzymt APX se lisi od jinych hemovych peroxidas, a to napf.
guajakolperoxidasy (GPX, EC 1.11.1.7). Izoenzymy APX maji vysokou specifitu ASH
(Asada, 1999; De Leonardis et al., 2000). Mezi inhibitory APX, jejichz prostetickou
skupinou je protoporfyrin, patfi napf. kyanid a azid. Vzhledem ktomu, Ze tyto
inhibitory neovliviiuji GP, jsou tato ¢inidla uZite¢na k rozliSeni APX aktivity od GPX
(Amako et al., 1994; Shigeoka et al., 2002). Jednou z typickych vlastnosti APX je jeji
nestabilita za nepiitomnosti ASH. Pokud je koncentrace ASH nizsi nez 20 umol 17,
dojde k rychlé ztraté aktivity APX (Ishikawa et al., 1996; De Leonardis et al., 2000).

Mezi dalsi enzymy ASH-GSH cyklu patii GR. GR je flavoproteinova
oxidoreduktasa, kterd hraje dualezitou roli v obranném systému proti ROS tim, Ze
udrzuje redukovany stav GSH. GSH je molekula, kterd se podili na mnoha
metabolickych regula¢nich a antioxida¢nich procesech u rostlin. GR katalyzuje
NADPH-zavislou redukci disulfidové vazby oxidovaného glutathionu (GSSG) na
volnou thiolovou skupinu GSH (Rao a Reddy, 2008). MDHAR, obsahujici FAD, je
enzym vysoce specificky pro monodehydroaskorbat (MDHA), ktery zde vystupuje jako
akceptor elektronti a jako donor elektronti spise preferuje NADH nez NADPH (Asada,
1999). DHAR redukuje dehydroaskorbat (DHA) na ASH, za vyuziti GSH jako donoru
elektronti (Ushimaru et al., 2006).

Rostlinné glutathiontransferasy, znamé také jako glutathion-S-transferasy (GST,
EC 2.5.1.18) jsou velkou skupinou enzymd, které katalyzuji konjugaci elektrofilnich
xenobiotickych substrati s tripeptidem GSH. Uplatiuji se pti detoxifikaci herbicida,
udrzovani hormonalni homeostazy, odstranéni anthocyaninu z vakuol, metabolismu
tyrosinu, detoxifikaci hydroxyperoxidu, regulaci apoptdézy a pii reakcich rostlin na
biotické a abiotické stresy (Dixon et al., 2010). Noctor et al. (2002) uvadi, ze GST jsou
schopné odstranit cytotoxické nebo genotoxické slouceniny, které mohou reagovat nebo

poskozovat DNA, RNA a proteiny.
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GSHPX jsou velkou skupinou izoenzymd, které vyuzivaji GSH k redukci H>O»
a organickych a lipidovych peroxidi a chrani rostlinné buiky pfed oxida¢nim stresem
(Noctor et al., 2002).

Vedle enzymovych systémil hraji dilezitou roli v ochrané rostlinnych bunék pred
oxidacnim stresem také nizkomolekularni latky s vyznamnym antioxidacnim ucinkem.
Nejrozsitengj§im, ve vodé rozpustnym antioxidantem, ktery zabraiiuje nebo
minimalizuje poskozeni zpiisobené ROS je ASH (Smirnoff, 2005; Khan a Ashraf,
2008). Objevuje se ve vsSech rostlinnych pletivech, obvykle ve fotosyntetickych
bunkach a meristémech. Jeho koncentrace je nejvyssi v listech splné vyvinutymi
chloroplasty a nejvys$$im obsahem chlorofylu. ASH je povazovan za nejsilngjSiho
lapace ROS. Poskytuje ochranu membranam piimym vychytavanim Oz a OHe.
Violaxanthin de-epoxidasy, které v ramci xantofylového cyklu kontroluji hladinu
zeaxanthinu, vyuzivaji jako kofaktor ASH, coz pomaha udrzovat disipaci nadbytecné
excitacni energie (Smirnoff, 2000). Krom¢ vyznamu v ASH-GSH cyklu hraje ASH také
dilezitou ulohu pti zachovani aktivit enzymu, které obsahuji jako prostetické skupiny
ionty pfechodnych kovli (Noctor a Foyer, 1998). Redoxni systétm ASH se sklada
z ASH, MDHA a DHA. Ob¢ oxidované formy ASH jsou relativné nestabilni ve vodném
prostiedi, zatimco DHA muze byt chemicky redukovan GSH na ASH (Foyer
a Halliwell, 1976). GSH je tripeptid s aminokyselinovou sekvenci y-1-glutamyl-1-
cysteinylglycin, ktery ve vétSiné rostlinnych pletivech udrzuje redoxni homeostdzu.
Existuje jak v redukovaném (GSH) tak oxidovaném stavu (GSSG), ve kterém jsou dvé
molekuly GSH spojeny disulfidovou vazbou (Rouhier et al., 2008). Je prekurzorem
fytochelatinli, coz jsou polymery, které chelatuji toxické kovy a transportuji je do
vakuoly (Grill et al., 1989). Studie ukazaly, ze také ptispiva k vyssi toleranci rostlin na
t€zké kovy nikl, kadmium, zinek, rtut’, hlinik a arsen (Asgher et al., 2017). Dale se
podili na glutahionylaci, kterd zptisobuje vznik disulfidové vazby mezi cysteinovymi
residui a GSH (Corpas et al., 2013). Na Obr. 5 jsou schematicky uvedeny reakce

vedouci k odstranéni ROS za  ucasti antioxidacnich enzymd.
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Obr. 5 Reaktivni formy kysliku (ROS) a antioxida¢ni obranny mechanismus pii pusobeni
abiotického stresu. Superoxidové radikaly (Oz*) vytvofené béhem abiotického stresu jsou za
katalyzy superoxiddismutasy (SOD; EC 1.15.1.1) dismutovany na peroxid vodiku (H202). Tim
se snizuje riziko tvorby hydroxylového radikalu (OHe) prostfednictvim kovem katalyzované
Haber-Weissovy reakce. Katalasa (CAT; EC 1.11.1.6) katalyzuje dismutaci H.O> na kyslik
a vodu (H20). Béhem Fentonovy reakce z H,O; vznika OHe. Soucasti askorbat-glutathionového
cyklu je askorbatperoxidasa (APX; EC 1.11.1.11), ktera rozklada H»O, za vyuZiti askorbatu
(ASH) jako donoru elektroni na H>O a uvolni se monodehydroaskorbat (MDHA).
Guajakolperoxidasa (GPX; EC 1.11.1.7) rozklada H>O2 na H2O a oxidovany glutathion (GSSG).
MDHA je ¢innosti monodehydroaskorbatreduktasy (MDHAR; EC 1.6.5.4) pieveden zpét na
ASH. Dehydroaskorbatreduktasa (DHAR; EC 1.8.5.1) vyuziva k redukci dehydroaskorbatu
(DHA) na ASH glutathion (GSH). Glutathionreduktasa (GR; EC 1.6.4.2) pfevadi GSSG zpét na
GSH (pfevzato a upraveno z Gill a Tuteja, 2010).

2.1.3 Reaktivni formy dusiku

RNS predstavuji dalsi skupinu vysoce reaktivnich molekul a volnych radikali
v rostlinnych bunikach. Mezi RNS patii radikdl NO, peroxidusitan (ONOO),
S-nitrosothioly (RSNO), vyssi oxidy dusiku (NOx) a dinitrosyl-Zelezné komplexy.
U savct je NO syntetizovan v reakci katalyzované enzymem NO syntasou (NOS,
EC 1.14.13.39), ktera se vyskytuje ve tfech izoformach: endotelidlni (eNOS),
neuronalni (nNOS) a inducibilni (iNOS). NOS vyuZivaji jako substrat L-arginin, ktery
je pfreménén za ptitomnosti NADPH na L-citrulin a NO (Umbreen et al., 2018).
U vysSich rostlin nebyly nalezeny homology savéich NOS (Salgado et al., 2017).
Klicovym enzymem produkce NO u rostlin je nitratreduktasa (NR, EC 1.7.7.2)
(Umbreen et al., 2018). Dalsim zdrojem muZze byt enzym nitrit-NO oxidoreduktasa
(Ni-NOR, EC 1.7.99.4 a EC 1.7.2.1) specificky zejména pro kofenové bunky. Nicméné
na rozdil od NR, Ni-NOR nepouziva jako kofaktor NAD(P)H, ale jako donor elektront
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vyuziva cytochrom ¢ a ma pomeérné snizené pH optimum (Neill et al., 2007). U vyssich
rostlin mize syntéza NO dale probihat pomoci napt. xanthinoxidoreduktasy (XOR,
EC 1.1.1.204), oxidace hydroxylaminu ¢i polyaminii a mitochondridlniho transportu
elektront (Umbreen et al., 2018). Hladina NO musi byt regulovana. Pfitomnost Oz,
thiold a molekul obsahujici Zelezo (nesymbiotické hemoglobiny (nsHbs)) pomaha
udrzovat nebo snizovat hladiny NO (Obr. 6) (Simontacchi et al., 2015).

A Produkce NO

(1) no.- (Nos-ike
NO -No; 0, (3) no,,Nos-
2 @ 2 2 3

HA

NO

OONO- GSSG + NH,

(2) B Odstranéni NO
L-Arg

Obr. 6 Piehled tvorby a odstranéni oxidu dusnatého (NO) u rostlin. 1) Produkce NO u rostlin
zavisla na dusitanu zahrnuje neenzymovou i enzymovou drahu (nitratreduktasa (NR), nitrit-NO
oxidoreduktasa ~ (Ni-NOR),  mitochondrialni ~ ptenos  elektront  (CIII / IV)
a xanthinoxidoreduktasa (XOR). 2) Tvorba NO zévisla na L-argininu zahrnuje enzym podobny
NO syntase (NOS) a jiné dvé stale ne zcela charakterizované cesty vyuZzivajici hydroxylamin
(HA) nebo polyaminy (PA) jako substraty. 3) Reakce NO s molekularnim kyslikem vede
Kk spontanni produkci dusitani a dusi¢nani. 4) NO mulze reagovat s nesymbiotickymi
hemoglobiny (nsHbs), coz vede k tvorbé dusi¢nand. 5) Alternativné mize NO reagovat
s redukovanym glutathionem (GSH) za vzniku S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktery mize byt
zase preveden na oxidovany glutathion (GSSG) a amoniak (NHs) aktivitou
S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR). 6) NO muze také reagovat se superoxidem (O;*), coz
vede K tvorbé peroxydusitanu (ONOO"). 7) Ovliviitovanim produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS) protein NO-ASSOCIATED 1 (NOA1) nepiimo ovlivituje hladinu NO v rostlinach
(pfevzato a upraveno z Freschi, 2013).
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2.1.3.1 Enzymy podilejici se na regulaci nitrosa¢niho stresu
V pritomnosti kysliku je NO nestabilni a z rostlinnych pletiv mize byt odstranén

n¢kolika mechanismy. NO muze byt odstranén reakci se Oz anionty, kdy vznika
ONOO:'. Dale miize NO interagovat s rostlinnymi proteiny, a to s nsHbs, coz usnadiuje
jeho oxidaci na dusi¢nan (Perazzolli et al., 2005). Nakonec muze NO také reagovat
s thiolovymi proteiny a peptidy, coz vede ke tvorbé RSNO. Jednim z nejobvyklejsich
RSNO s nizkou molekulovou hmotnosti je GSNO vznikajici reakci intracelularniho
antioxidantu GSH s NO (Neill et al., 2007). GSNO slouzi jako intracelularni zasobarna
NO a muze byt také transportovan mezi buikami a hrat dalezitou roli jako pfenaSec
signalu NO v ramci celé rostliny (Corpas et al., 2013). GSNO pak muze spontanné
uvolnovat NO v procesu S-nitrosylace za vzniku S-nitrosylovanych proteint
(SNO-proteiny) nebo byt metabolizovan enzymem S-nitrosoglutathionreduktasou
(GSNOR, EC 1.2.1.1) (Benhar, 2018).

GSNOR je enzym zéavisly na NADH, u¢inn¢ a selektivné metabolizuje GSNO, ¢imz
ovlivitluje bunécnou nitrosylacni/denitrosylacni rovnovéhu. Jelikoz jsou GSH/GSNO
a protein-SH/protein-SNO prostfednictvim rychlé transnitrosylace v rovnovaze, je
aktivita GSNOR dilezita z hlediska reverse S-nitrosylace bunéénych proteind, a tim
ovliviiuje fadu patofyziologickych procest (Benhar, 2015). S-nitrosylace jr dulezita pro
regulaci redoxni rovnovahy v bunice. Za normalnich fyziologickych podminek méni
S-nitrosylace piechodné a reverzibilné funkci proteint, coz vede ke spusténi specifické
bunécné odpovédi. Za urcitych podminek vSak mohou vzniknout abnormalné vysoké
hladiny S-nitrosylovanych proteinli, coz mize narusit normalni funkci fady proteini
a vést nakonec k buné¢né smrti (Hess et al., 2005; Benhar, 2018). GSNOR, znama téz
jako  alkoholdehydrogenasa 5,  alkoholdehydrogenasa  tfidy III  nebo
formaldehyddehydrogenasa zavisla na GSH, je vSudypfitomné exprimovany enzym
zavisly na NADH se schopnosti oxidovat alkoholy se stfedné dlouhym fetézcem, adukt
GSH S-hydroxymethylglutathion (HMGSH) a redukovat GSNO. GSNO se redukuje za
spotiecby NADH jako kofaktoru za vzniku meziproduktu N-hydroxysulfinamidu
(GSNHOH), ktery muze bud’ reagovat s GSH za vzniku GSSG a hydroxylaminu
(NH20H), nebo se pieskupit a poté spontanné hydrolyzovat za vzniku kyseliny
sulfinové (GSO2H) a amoniaku (NHz) (Jensen et al., 1998). Aktivita GSNOR muze
kontrolovat intracelularni hladinu GSNO a nésledn¢ ucinky NO v buiikach.

Reduktasova aktivita GSNOR tedy mliZe zménit transnitrosacni rovnovahu mezi GSNO
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a S-nitrosylovanymi proteiny a v disledku toho se ucastni bunééné homeostazy NO
(Leterrier et al., 2011).

Druhou vyznamnou drahou Katabolismu RSNO je systém thioredoxin
(Trx)/thioredoxinreduktasa (TrxR, EC 1.6.4.5) (Benhar, 2018). GSNOR a TrxR patii
mezi denitrosylasy a ackoli spolu funkéné souvisi, plisobi odliSnymi mechanismy
(Benhar, 2015). Trx jsou skupinou malych proteinii (<12 kDa) katalyzujici thiol-
disulfidové oxidoredukce pomoci redoxné aktivnich cysteinovych zbytkd, které jsou
pfitomny v sekvenci Trp-Cys-Gly-Pro-Cys. V oxidovaném stavu Trx (Trx-Sz) je
v aktivnim mist¢ disulfid a v redukovaném Trx [Trx-(SH)2] odpovidajici dithiol.
Trx-(SH)2 redukuje disulfidové vazby cilovych proteinti a ptechazi do oxidované formy
Trx-Sz, ktera je dale redukovana pomoci thioredoxinreduktasy a NADPH opét na
Trx-(SH)2. Enzymy TrxR bakterii, hub a rostlin, patfici mezi selenoenzymy, se skladaji
ze dvou stejné velkych podjednotek (70 kDa), jejichz kofaktorem je FAD a aktivni
misto je tvofeno cysteinovymi zbytky. Oproti tomu savéi TrxR maji podjednotky
0 velikosti vétsi nez 114 kDa a v jejich aktivnim misté se nachazi selenocysteinovy
zbytek umistény na C-konci (Sengupta a Holmgren, 2013). U rostlin se nachazi
priblizné 19 isoforem TrxR (Schuermann a Buchanan, 2008). Systém Trx/TrxR hraje
klicovou roli v bunééné redoxni homeostaze a signalizaci. Trx a TrxR vykazuji odliSnou
bunénou expresi, regulaci a subcelularni lokalizaci (Lee et al., 2013). Nejlépe
charakterizovanym thioredoxinem je Trx1, ktery se nachazi zejména v cytosolu, ale za
uréitych podminek miize migrovat do jadra nebo byt sekretovan do extracelularniho
prostoru (Matsuo a Yodoi, 2013). V roce 1996 Nikitovic a Holmgren zjistili, ze Trx
nebo TrxR mohou redukovat GSNO, coZ zna¢i novou funkéni roli téchto proteinti
a poukazuje na to, Ze denitrosylace je regulovana endogenné specifickymi redoxnimi
enzymy. Trx spolecné s TrxR a NADPH pifimo katalyzuji denitrosylaci Siroké skaly
bunéénych proteinii a mohou také redukovat rizné RSNO s nizkou molekulovou

hmotnosti (Obr. 7) (Nikitovic a Holmgren, 1996).
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Obr. 7 Navrzené alternativni mechanismy proteinové denitrosylace zprostfedkované
thioredoxinem (Trx). 1) Tvorba intermolekularniho disulfidového meziproduktu, ve kterém je
Trx kovalentné spojen se substrdtovym proteinem pomoci disulfidového mistku (Cervené
zbarvené drahy), 2) Trans-denitrosylace, ve které je Trx pfechodné S-nitrosylovany (modie
zbarvené drahy) (pfevzato a upraveno z Benhar, 2015).

2.1.4 Uloha reaktivnich forem kysliku v obrannych mechanismech

rostlin v reakci na teplotni stres
V reakci na TS je aktivovana fada signalnich mechanismu, kde hraji vyznamnou roli

napf. ROS, RNS, Hsp, Hsf a fada dalSich molekul, jak je pfehledné znazornéno na
Obr. 8 (Li et al., 2018). V piipadé TS u rostlin byla prokazana zvysena produkce ROS
vedouci k oxidaénimu poskozeni organismu, projevujici se napi. peroxidaci lipida
(Larkindale a Knight, 2002). U takto stresovanych rostlin byla prokdzana zvySena
produkce enzymu s antioxida¢ni aktivitou (Rainwater et al., 1996). Ukazalo se, ze
ziskand termotolerance, tj. tolerance k vys$Sim teplotam indukovand opakovanym
vystavenim rostlin subletdlnim teplotam, je castecné zprostiedkovana schopnosti
aktivace antioxidacnich systémii dané¢ho organismu. Jednd se o jednu z moznych
obrannych odpovédi po spusténi signalni kaskady v dusledku TS (Larkindale a Huang,
2004).
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Obr. 8 Signalni drahy regulujici reakce rostlin na teplotni stres. Teplotni stres muze simultanné
ovlivnit fluiditu membrany, zpasobit poSkozeni chloroplasti a mitochondrii a denaturovat
proteiny v cytosolu nebo v endoplazmatickém retikulu. Vysledkem je zvySeny obsah
vapenatych iontl (Ca?"), reaktivnich forem kysliku (ROS) a hladiny oxidu dusnatého (NO)
v cytosolu. V obranné reakci na stres jsou dale aktivovany proteiny CPR a UPR (Cytoplasmic
Protein Response; Unfolded Protein Response). Ca?*, ROS a NO mohou aktivovat fadu
signalnich drah vedouci ke zménam aktivity heat shock faktord (Hsf) prostfednictvim
posttransla¢nich modifikaci. HsfA1 jsou hlavni transkrip¢ni faktory ovliviwujici reakce rostlin na
teplotni stres. Aktivace HsfAl stimuluje expresi fady transkripénich faktorti ti¢astnicich se
transkripéni  regulacni  kaskady, ktera je zakladem pro ziskani termotolerance
u rostlin (pfevzato a upraveno z Li et al., 2018).

Nedavné studie ukézaly, ze v aktivaci obrannych mechanismi pfed oxida¢nim
poskozenim vyvolanym TS jsou zapojeny Ca?* ionty, ABA, ethylen a SA (Larkindale
a Knight, 2002; Larkindale a Huang, 2004). Po predb&zném oSetfeni Ca%*, SA, ABA
a aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinou (prekurzor ethylenu) se zvysila mira
pieziti rostlin vystavenych TS (Larkindale a Knight, 2002). Bylo prokazano, ze Ca?*
ABA, SA a ethylen posiluji aktivity fady antioxidanich enzymii v pribéhu TS
(Larkindale a Huang, 2004).

ROS hraji klicovou roli pfi programované bunééné smrti. Pokud produkce ROS
piekroci prahovou hodnotu, buniky vstoupi do nekontrolovaného nekrotického procesu

(De Pinto et al., 2006; De Gara et al., 2010). ROS pisobi jako biologicky signal
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modulujici expresi fady gentl, ¢imz reguluji reakci rostliny na stres. ZvySend hladina
ROS vyvolava zmény v genové expresi a piepina transkripéni faktory (Neill et al.,
2002; Laloi et al., 2004). NADPH oxidasa spole¢né¢ s MAPK drahami slouzi k integraci
signald ROS a modulovani $ifeni signalu (Gilroy et al., 2016). Tyto MAPK drahy se
ucastni zpétné signalizace z chloroplastu do jadra (Vogel et al., 2014; Dietz et al.,
2016). Jednim ze stézejnich rostlinnych hormonut v reakci rostlin na TS je ABA, ktera
se akumuluje jako odpovéd’ na stresové podminky (Sah et al., 2016). Bylo zjisténo, Ze
signalni draha ABA je centralnim regulatorem odezvy rostlin na abioticky stres, coz
nasledné spousti zmény v expresi genl a adaptivni fyziologické odpovédi rostlin
(Obr. 9). Bylo prokazano, ze MAPK kaskady se podileji na signalizaci ABA (Zhang et
al., 2007; Saxena et al., 2016). Rodriguez et al. (2010) uvadi, Ze MAPK kaskada je
aktivovana zvysenou hladinou H20, ptes hormony ABA, kyselinou jasmonovou (JA)
a SA. MAPK kaskady ptekladaji piichozi environmentalni signaly do PTM cilovych
proteint, které nakonec méni genovou expresi a adaptaci na stres (Obr. 9) (Kovtun et
al., 2000; Saxena et al., 2016). Nadprodukce ABA indukuje akumulaci H20., ktery
zvysuje napf. uzavirani stomat aktivaci Ca®* kanalkli v plazmatické membrané (Pei et
al., 2000). Dale bylo zjisténo, ze béhem oxidac¢niho vzplanuti (zvysena produkce ROS)
mize NADPH oxidasa ovlivnit Ca?* a MAPK signalni dréhy, ale stejné tak miZe
potladit prenos signaltt hormonti SA, JA a ethylenu (Overmyer et al., 2003). VSechny
tyto procesy vedou K transkripénimu pieprogramovani, které ma za nasledek expresi
cilovych gent, specifickych pro (programovanou) bunécnou smrt (zvySend produkce
nukleas, proteas, a proteint podilejicich se na tvorbé ROS, jako jsou NADPH oxidasy,
SOD a extraceluldrni peroxidasy). Pro ochranu bunék je nezbytné¢ nutna indukce
produkce antioxidacnich enzymt (napi. CAT, APX), podilejicich se na sniZeni
audrzeni fyziologické hladiny ROS (Gadjev et al., 2008). Ca®" ionty jsou jednim
z nejdulezitéjsich druhych posla signalizace abiotického stresu a regulace homeostazy
Ca** je jednim z hlavnich cild signalizace H.0,. Regulace svéracich bunék pfi otevirani
stomat je intenzivné studovanym procesem zahrnujicim signalizaci ABA, Ca?*, ROS
a NO (Allen et al., 2000; Hossain et al., 2015). Zvyseni koncentrace intracelularnich
Ca?* vede kuginné detoxifikaci H20O, Vv diisledku zvyseni hladiny antioxidacnich
enzymil. Zaroven syntéza H20, vyzaduje kontinualni pfitok cytoplazmatickych Ca?*
iontl, které aktivuji NADPH oxidasu na plazmatické membrané (Lamb a Dixon, 1997;

Hossain et al., 2015).
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Obr. 9 Schematické znazornéni produkce peroxidu vodiku (H202) a jeho zapojeni v ramci
signalnich drah spojenych s regulaci obrany genové exprese v rostlinnych buiikach. Kyselina
abscisovd (ABA) je svazana se Sirokou Skalou abiotickych stresovych signalli a ovliviiuje
rustové a vyvojové procesy rostlin. Na rozdil od ABA, maji jiné fytohormony, jako je kyselina
salicylova (SA), kyselina jasmonova (JA) a ethylen, vyznamnou roli vramci aktivace
obrannych mechanismil v disledku pisobeni biotickych stresovych faktori. ABA je dulezitou
signalni molekulou ovliviyjici produkci H.O, a aktivaci MAPK kaskady (mitogenem
aktivované proteinkinasy) interakci s jinymi rostlinnymi hormony (pfevzato a upraveno
z Saxena et al., 2016).
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2.1.5 Uloha reaktivnich forem dusiku v obrannych mechanismech

rostlin v reakci na teplotni stres
NO je velice dilezitou signalni molekulou a funguje jako pozitivni i negativni regulator

stresovych reakci. NO, diky svym hydrofobnim vlastnostem, snadno prochdzi
biologickymi membranami difuzi bez jakéhokoli specializovaného membranového
transportéru (Fancy et al., 2017). V zavislosti na koncentracich NO a ROS, je NO
schopen aktivovat nebo inhibovat produkci ROS a je klicovou molekulou k udrzeni
bunécné redoxni homeostazy (Cassia et al. 2018). NO ptimo vychytava ROS, nicméné
reakce NO s ROS, hlavné s Oz, mize vytvaret jiné RNS a jejich nadbytek zpusobuje
tzv. nitrosa¢ni stres (Lamattina et al., 2003; Corpas et al., 2011). Reakci NO s Oz
vznika silny oxidant ONOO™ (Uppu, 2006). Dale miize NO interagovat s molekularnim
kyslikem za vzniku oxidu dusi¢itého. Pii nizkych koncentracich je schopen NO
zachytavat OHe a vysokovalen¢ni kovové komplexy, coz mu dodava antioxidacni
vlastnosti. Dale inhibuje peroxidaci lipidt a oxidaci proteinti (Fancy et al., 2017). NO se
ucastni fady fyziologickych procest rostlin, véetné kliceni semen, senescence a spousti
genovou expresi obrannych proteind v reakci na stres (Obr. 10A) (Parankusam et al.,
2017). Aby se zabranilo toxicité nitrosa¢niho stresu, uklada se NO v bufice v podobé
GSNO (Cassia et al., 2018).

Dulezitou vlastnosti NO je ucast na posttranslatnich modifikacich, jako je
S-nitrosylace a nitrace proteind. V ptipad¢é S-nitrosylace dochazi k vazbé molekuly NO
na SH skupinu cysteinu za vzniku RSNO. Tato PTM je zapojena v procesech
fotosyntézy, zpracovani genetické informace, ochrany pted oxidacnim stresem, v rdmci
obrannych reakci vyvolanych plisobenim biotickych a abiotickych stresovych faktord
a hormonalni signalizace. Pfi nitraci zprostfedkované zejména peroxydusitany dochazi
k vazbé nitroskupiny (-NOz) na tyrosin (Freschi, 2013). Krom¢& S-nitrosylace
a tyrosinové nitrace zahrnuje PTM také nitrosaci kovii, kdy se NO vaZe na vétSinu
prechodnych kovil v jejich iontové formé, a to zejména na Zelezo (Fe?* nebo Fe®"), méd’
(Cu?") nebo zinek (Zn?") za vzniku komplexti kovovych nitrosyli (Obr. 10B). Nitrosace
kovii mtize u¢inn¢ blokovat peroxidaci kovti, ¢imz zabranuje produkci ROS (Leitner et
al., 2009; Fancy et al., 2017). NO ma vyssi afinitu k Fe?* nez k Fe** iontim a jeho
interakce se zelezem v hemové skupiné je vyznamnou biologickou interakci (Cooper,
1999; Fancy et al., 2017). Tyto chemické modifikace piedstavuji centralni

mechanismus, kterym NO ovliviiuje signdlni drahy odpovédné za kontrolu vyvoje
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rostlin a jejich metabolismu. V1liv NO na produkci hormonii na zakladé¢ PTM reakci
muze byt realizovan prostfednictvim tfi odliSnych mechanismil. Prvni mechanismus
zahrnuje modifikace proteini zavislych na NO (napf. transkripcni faktory, regulacni
proteiny a kanaly), jejichz funkce nemusi byt pfimo spojena s metabolismem, distribuci
nebo signalizaci rostlinného hormonu, ale naopak mohou ovliviiovat mnozstvi jinych
proteinli zapojenych do téchto specifickych roli. Naproti tomu druhd a pfima cesta
zahrnuje PTM proteint NO pifimo spojenych s produkci, degradaci, konjugaci,
transportem, percepci nebo signdlnim pfenosem rostlinnych hormont. Napiiklad
Vv prvnim mechanismu NO mize modifikovat transkripéni faktor, ktery stimuluje
produkci hypotetického enzymu zodpovédného za degradaci hormonti, zatimco ve
druhém mechanismu by NO piimo ovliviioval a modifikoval aktivitu, stabilitu anebo
bunécnou lokalizaci tohoto degrada¢niho enzymu. Tteti moznost, kterd byla neddvno
popsana, zahrnuje piimou chemickou reakci mezi derivaty NO (napf. peroxydusitanem)
a ur¢itymi hormony (napf. zeatinem), vedouci k tvorbé produkti se zménénou

biologickou aktivitou (Freschi, 2013).
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Obr. 10 Role oxidu dusnatého (NO) a jeho tcast na posttranslaénich modifikacich. A) Piehled produkce NO a jeji vliv na rostliny béhem teplotniho stresu.
Teplotni stres spousti akumulaci NO pfevazné zatim neobjasnénou drahou NOS (NO syntasa) ¢i drahou zavislou na dusitanech (NR, nitratreduktasa). NO
mize byt také vytvoren z polyamini anebo reverzibilni regulaci S-nitrosoglutathionu (GSNO) ptisobenim S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR). Hladiny
NO maji vliv v rostlinnych burikach pfi pusobeni teplotniho stresu zejména na fotosyntetické procesy, kli¢eni, aktivaci antioxida¢nich enzymui, ochranu
membrany, akumulaci osmolyti a posttranslacni modifikace. Signalni drahy NO zprostiedkované CDPK (proteinkinasy zavislé na vapniku) ¢i MAPK
(mitogenem aktivované proteinkinasy) ovliviiuji genovou expresi, uzvirani stomat ¢i aktivaci Hsf (heat shock faktory). (pfevzato a upraveno z Parankusam et
al., 2017). B) Posttransla¢ni modifikace zavislé na NO. 1) S-nitrosylace cysteinovych zbytku, 2) nitrace tyrosinu, 3) nitrosylace kovu (pfevzato a upraveno

z Freschi, 2013).
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2.1.6 Uloha polyaminii v obrannych mechanismech rostlin v reakci na

abioticky stres
PA jsou alifatické organické slouc¢eniny s variabilnimi uhlovodikovymi fetézci a dvéma

nebo vice aminoskupinami. NejcastéjSimi zastupci PA jsou putrescin (Put), spermidin
(Spd), spermin (Spm), kadaverin (Cad) a thermospermin (tSpm) (Sequera-Mutiozabal et
al., 2017). V bunkach jsou PA pfitomné jak ve volné, tak vazané formé s fenolickymi
kyselinami nebo mohou interagovat elektrostatickymi vazbami s fadou bunéénych
makromolekul, jako jsou DNA, RNA a proteiny, a tak ovlivnit jejich stabilizaci ¢i
destabilizaci (Groppa a Benavides, 2008; Alcazar et al., 2010; Asthir a Kumari, 2017).
PA ovliviiuji zivotni cyklus rostlin, véetné bunééného déleni, elongace, morfogeneze,
kliceni semen, kveteni a senescence. Také jsou vyznamné zapojeny v reakcich rostlin na
ruzné biotické a abiotické stresy. Pfi¢inou zvySené tolerance rostlin vii¢i stresu pii
fyziologickém pH muze byt polykationtova povaha PA (Diao et al., 2016). PA
stabilizuji biologické membrany a bunécné struktury pfimou vazbou na membranové
fosfolipidy (Roychoudhury et al., 2011; Asthir a Kumari, 2017). Podileji se na
procesech replikace, transkripce, translace a reguluji genomovou aktivitu (Gupta et al.,
2013). Za stresovych podminek se méni obsah PA a dochazi k jejich katabolismu
pomoci diaminoxidas (DAO, EC 1.4.3.22) a polyaminoxidas (PAO, EC 1.5.3.11) za
soucasného uvolnéni H202 (Asthir a Kumari, 2017). Oxidace PA je také podstatna pro
signdlni mechanismy spojené s adaptaci rostlin na abioticky stres a odpovédi na
odolnost vici onemocnéni. Tvorba H202 oxida¢nimi cestami PA je uzce spojena se
zvySenou odolnosti vii¢i patogeniim a toleranci vici abiotickému stresu. Vytvofeny
H20. muze indukovat expresi riznych obrannych nebo stresovych gent (Neill et al.,
2002). Klicovym enzymem, ktery reguluje hladinu H.O> je enzym CAT. Studie
ukazaly, ze CAT muze za 1 minutu rozlozit na H>O a O asi $est milioni molekul H2O».
Tento enzym je tak jednim z hlavnich enzymi podilejicich se na detoxikaci H202. PA
maji pfimy nebo nepfimy vliv na hladinu CAT b&hem plisobeni abiotického stresu, ¢imz

tvofi provazanou sit’ tolerance vici stresu (Obr. 11) (Gupta et al., 2016).
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Obr. 11 Vzajemny vztah mezi bunéénym peroxidem vodiku (H20-), metabolismem polyamint
(PA) a riznymi formami abiotickych strest s diirazem na ulohu antioxida¢niho enzymu katalasy
(CAT) (ptevzato a upraveno z Gupta et al., 2016).

2.1.6.1 Biosyntéza polyamini
Biosyntéza PA je zahdjena tvorbou diaminu Put. U savcl a hub je Put tvofen z ornitinu

v reakci katalyzované ornitindekarboxylasou (ODC, 4.1.1.17). U rostlin a bakterii,
existuje vSak alternativni cesta, kdy je Put syntetizovan z argininu v reakci katalyzované
arginindekarboxylasou (ADC, 4.1.1.19), nasledované dvéma po sob¢ jdoucimi kroky
katalyzované agmatiniminohydrolasou (AIH, EC 3.5.3.12)
a N-karbamoylputrescinamidohydrolasou (CPA, EC 3.5.1.53) (Slocum et al., 1984;
Alcazar et al., 2010). ADC je limitujicim krokem v biosyntéze Put v rostlinach (Alcazar
et al., 2005). Triaminy (Spd) a tetraaminy (Spm a tSpm) jsou syntetizovany
aminopropyltransferasami (APT, EC 2.5.1.16), které pfenaseji aminopropylové zbytky
na akceptory aminii (Put nebo Spd), ¢imz vznikd Spd, Spm nebo jejich izomery.
Donorem aminopropylovych skupin je dekarboxylovany S-adenosylmethionin (dSAM),
ktery je vytvofen v reakci katalyzované SAM dekarboxylasou (SAMDC, EC 4.1.4.50).
5'-Methylthioadenosin (MTA) pochazejici z dSAM je obnoven po biosyntéze Spd nebo
Spm pies methioninovy cyklus, ktery vede k SAM (Obr. 12) (Shao et al., 2012;
Tiburcio et al., 2014).
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Obr. 12 Biosynteticka draha polyaminu. ADC arginindekarboxylasa (EC 4.1.1.19),
AIH agmatiniminohydrolasa (EC 3.5.3.12), CPA N-karbamoylputrescinamidohydrolasa
(EC 3.5.1.53), MAT S-adenosylmethioninsynthetasa nebo methioninadenosyltransferasa
(EC 2.5.1.6), OoDC ornithindekarboxylasa (EC 4.1.1.17), SAMDC
S-adenosylmethiondekarboxylasa (EC 4.1.4.50), SPDS spermidinsyntasa (EC 2.5.1.16), SPMS
sperminsyntasa (EC 2.5.1.22), TSPMS thermosperminsyntasa (EC 2.5.1.79) (pfevzato
a upraveno z Rangan et al., 2014).

2.1.7 Enzymy podilejici se na regulaci hladiny polyamint a
aminoaldehydi

2.1.7.1 Aminoxidasy

PA jsou oxida¢n¢ deaminovany aminoxidasami (AO) za vzniku pfislusného
aminoaldehydu a H>O,. Na zakladé¢ rozdilného kofaktoru jsou AO klasifikovany jako
AO obsahujici méd’ (CuAO, EC 1.4.3.6) a FAD-dependentni polyaminoxidasy (PAO,
EC 1.5.3.3), které se lisi jak podle typu preferovaného substratu, tak mechanismu jeho
oxidace a bunééné lokalizace (Tiburcio et al., 2014).

CuAOs jsou homodimerni enzymy s vysokou afinitou pro oxidaci primarnich
aminoskupin Put a Cad a niz$i afinitou k Spd a Spm (Moschou et al., 2012). Jako
produkt vznikd 4-aminobutanal (ABAL), ktery spontanné cyklizuje na Al-pyrrolin
adile muze byt preménén na aminokyselinu y-aminomaselnou (GABA)

aminoaldehyddehydrogenasou (AMADH, EC 1.2.1.19 nebo 1.2.1.54) (Obr. 13) (Sebela
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et al., 2000; Pettivalsky et al., 2007). Rostlinné CuAOs se vyskytuji ve vysokych
hladinach u celedi bobovitych rostlin (Fabaceae) a volné¢ se sdruzuji s bunécnymi
sténami (Cona et al., 2006). Modelova rostlina A. thaliana nese deset pfedpokladanych
gentl kodujicich CuAO, z nichz ¢tyfi (ATAOL1 a AtCuAO1-3) byly charakterizovany.
Exprese geni CUAO je diferencované modulovéana béhem vyvoje, mechanického
poskozeni a aplikace hormont nebo elicitori. CuAO proteiny se také 1isi v lokalizaci,
piicemz AtCuAOl a ATAOI jsou apoplastické, zatimco AtCuAO2 a AtCuAO3 jsou
peroxisomalni (Meller a McPherson, 1998; Planas-Portell et al., 2013).

PAO katalyzuji oxidaci Spm a Spd na ABAL (cyklizace za vzniku 1-pyrrolinu) nebo
1-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal (APBAL) (cyklizace za vzniku
1,5-diazabicyklo[4.3.0]nonanu), propan-1,3-diamin a peroxid vodiku (Obr. 13) (Sebela
et al., 2001a). PAO byly zatim nalezeny u rostlin a bakterii. Ve velkém mnozstvi jsou
piitomny u rostlin patficich do ¢eledi lipnicovité (Poaceae). Tyto enzymy byly nalezeny
u kukufice (Zea mays), je¢mene (Hordeum vulgare), psenice (Triticum aestivum) a zita
(Secale cereale) (Sebela et al., 2001a). Z jednod&loznych rostlin, které nepatii do této
Celedi, byly PAO objeveny u vodniho hyacintu (Eichhornia crassipes) (Yanagisawa et
al., 1987) a lilie (Lilium longiflorum) (Yanagisawa et al., 1996). U dvoud€loznych
rostlin byla aktivita PAO detekovana u vojtésky (Medicago sativa), nicméné podrobné
vlastnosti enzymu nejsou objasnény (Bagga et al., 1991). Oxidace PA pomoci AO nejen
pfispiva k regulaci homeostazy PA, ale také vytvari katabolické produkty spojené
s biologickymi funkcemi. H20, vytvofeny béhem reakci katalyzovanych AO pftispiva
k otevieni stomat a programované smrti bunék a GABA produkovana terminalni
oxidaci Put a Spd hraje roli ve stresové signalizaci (Cona et al., 2006; Angelini et al.,
2010; Tiburcio et al., 2014).
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Obr. 13 Oxidacni drahy polyaminii (PA) v cytosolu, apoplastu a peroxisomech. PA jsou
oxida¢né¢  deaminovany aminoxidasami  obsahujici méd (CuAO, EC 1.4.3.6)
a FAD-dependentnimi polyaminoxidasami (PAO, EC 1.5.3.3) na peroxid vodiku (H2O)
a odpovidajici aminoaldehydy. CuAO Kkatalyzuji oxidaci putrescinu (Put) na 4-aminobutanal
a spermidinu (Spd) a sperminu (Spm) na 4-aza-8-amino-oktanal nebo 4,9-diaza-dodekan-1,12
dialdehyd. PAO katalyzuji terminalni oxidaci Spd nebo Spm za tvorby 4-aminobutanalu nebo
3- (aminopropyl) -4-aminobutanalu (APBAL). Zpétnou konverzi Spm na Spd a Spd na Put za
ucasti PAO je tvofen APBAL. AMADH aminoaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.19), DAP
diaminopropan, GABA kyselina y-aminomaselna (pfevzato a upraveno z Tiburcio et al., 2014)

2.1.7.2 Aminoaldehyddehydrogenasa
AMADH patii k velké skupiné aldehyddehydrogenas (ALDH) a to konkrétné k rodiné

ALDH9. Rodina ALDH9 propojuje tfi nesouvisejici metabolické drahy — metabolismus
PA, cholinu a lysinu. Na zaklad¢ substratové specificity Ize fadit ALDH9 do rtiznych
skupin: 4-aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH, EC 1.2.1.19),
4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy (GBALDH, EC 1.2.1.54),
betainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8) a
4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (TMABALDH, EC 1.2.1.47). ABALDH
a GBALDH patii mezi AMADH, které katalyzuji oxidaci w-aminoaldehydt
odvozenych od PA na odpovidajici m-aminokyseliny za vyuziti NAD* jako kofaktoru

(Tylichova et al., 2010). Oxida¢nim St€penim PA Spd a Spm rostlinnymi PAO se
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vytvaii ABAL a APBAL za soucasné tvorby 1,3-diaminopropanu a H202 (Sebela et al.,
2000; Missihoun et al., 2011). Dalsi oxidaci 1,3-diaminopropanu vznika
3-aminopropionaldehyd (APAL), pfimy prekurzor B-alaninu, ktery mulze byt zase
trimetylovan za vzniku osmoprotektivniho B-alaninbetainu (Duhazé et al., 2002).
ABAL je oxidovan na GABA, kterd je pii fyziologickych hodnotich pH vysoce
rozpustna ve vodé (Shelp et al., 1999). GABA pisobi v ramci osmotické regulace,
detoxikace reaktivnich kyslikovych radikali, konverze Put na prolin a intracelularni
signalni transdukci (Kinnersley a Turano, 2000; Bouche a Fromm, 2004). AMADH jsou
soucasti katabolismu PA a podileji se na reakci rostlin vystavenych ptsobeni stresovych
faktorti pravé produkci GABA (Cona et al., 2006; Petiivalsky et al., 2007). V hrachu
byly nalezeny dvé isoformy AMADH PsAMADHI1 a PsAMADH2, které jsou tvofené
503 aminokyselinami a z 80 % jsou sekvenéné identické (Sebela et al., 2000; Brauner et
al., 2003). Oba izoenzymy jsou dimerni a kazdy monomer ma oligomerizacni,
koenzymovou vazebnou a katalytickou doménu. Kazda podjednotka vaze NAD" jako
koenzym, obsahuje rozpoznavaci C-terminalni peroxisomalni cilovy signal a kation

vazany v dutiné blizko vazebného mista NAD" (Obr. 14) (Tylichova et al., 2010).

Obr. 14 Struktura dvou isoforem aminoaldehyddehydrogenasy izolované z Pisum sativum

(PSAMADH). A) Isoforma PSAMADH1, Katalytickai doména — svétle Seda,
koenzymova vazebna doména — cerna, oligomerizatni doména — modra. B) Isoforma
PSAMADH?2; katalyticka doména — bézova, koenzymovd vazebna doména — hnéda,

oligomeriza¢ni doména — fialova. Kovoy ion — zelena, koenzym NAD® - barevné znaleni
atomu, peroxizomalni signalni sekvence na C-konci — ¢ervena (ptevzato a upraveno z Tylichova
et al., 2010).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity dva kultivary hrachu setého
(Pisum sativum cv. Kudrna¢, P. sativum cv. Twinset) (Obr. 15). P. sativum cv. Twinset
vykazuje odolnost vici padli, fusariovému vadnuti a k viru hrachové mozaiky PSbMV
(Pea Seed-borne Mosaic Virus) (SEMO a.s., ©2019). P. sativum cv. Kudrna¢ je naopak
k t¢émto chorobam citlivy. Osivo bylo dodano spole¢nosti SEMO a.s. zabyvajici se

Slechténim, produkci a prodejem osiv zeleniny, kvétin, 1é€ivych a aromatickych rostlin.

Obr. 15 Kultivary hrachu setého. A} Pisum sativum cv. Kudrna¢ B) Pisum sativum cv. Twinset
3.1.2 Chemikalie

AppliChem (Némecko): dodecylsiran sodny (SDS)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko): 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat (BCIP),
nikotinamidadenindinukleotid (NAD" ), nitrotetrazoliova modi (NBT), Tween-20

Bio-Rad (USA): Precision Plus Protein Dual Xtra Standard

Cell Signaling (USA): anti-mysi sekundarni protilatka znac¢ena alkalickou fosfatasou

Duchefa Biochemie (Nizozemsko): kyselina L-askorbova
Fluka (Svycarsko): dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na*
EDTA), pefabloc ® SC
Ing. Petr Svec — PENTA (Ceska republika): dihydrogenfosforeénan draselny, peroxid
vodiku
Lach-Ner (Ceska republika): ethanol, hydrogenfosfore¢nan draselny, kyselina
chlorovodikova, methanol,
Messer (Ceska republika): dusik kapalny
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Serva (Némecko): kienové peroxidasa

Sigma-Aldrich (Némecko): akrylamid (AA), 1-amino-3,3-diethoxypropan (APAL), 4-
amino5-methylamino-2',7'-difluorofluoresceindiacetat (DAF-FM DA), beta-
merkaptoethanol, bromfenolova modf, 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat (Ho.DCF
DA), dihydrochlorid putrescinu, dithiotreitol (DTT), glycerol, glycin, hovézi sérovy
albumin (BSA), kozi anti-krali¢i sekundarni protilatka znac¢ena alkalickou fosfatasou,
n-butanol, N,N'-methylenbisakrylamid (BIS), N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin
(TEMED), 2-methoxyfenol (guajakol), my$i monoklonalni protilatka anti-Hsp70,
persiran amonny (APS), poly(vinylpolypyrrolidon) (PVPP), Ponceau S, susené mléko
(Skim milk Powder), tris(hydroxymethyl)aminomethanu (TRIS)

Unilever (Ceska republika): SAVO

3.1.3 Pristroje a zarizeni
Analytické predvazky (Radwag, Polsko); analytické vahy (Denver instrument, USA);

automatické pipety (Eppendorf, Némecko), blotovaci papir ALBET (SciencelLab,
USA); blotovaci systém Trans-Blot semi-dry transfer cell (Bio-Rad, USA); detek¢ni
zatizeni Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA); digitalni pfedvazky (KERN, Némecko);
digitdlni pH metr (Multical WTW, Némecko); centrifuga 5418 R (Eppendorf,
Némecko); elektroforeticky systtm Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA);
elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko); exsikator (Kavalierglass, Ceské
republika); fluorescencni mikroskop BX50 (Olympus, Japonsko); inkubator Memmert
IF (Verkon, Ceska republika); minicentrifuga MPW-15 (Verkon, Ceska republika);
mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); mrazici box (Electrolux, Svédsko);
mrazici box (SANYO, Japonsko); nitrocelulosova membrana 0,45 pm (Bio-Rad, USA);
polyvinylidendifluoridova membrana 0,2 um (Bio-Rad, USA); spektrofotometr Synergy
HT (Biotek, USA); termoblok (Biosan, LotySsko); tiepacka 3D (BioSan, Litva); vortex
(Biosan, Lotyssko); zdroj pro elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Priprava rostlinného materialu
Semena hrachu setého byla sterilizovana 2 minuty v 3% (v/v) roztoku SAVO Original

apoté 10x promyta vodou. Po 24 h bobtnani byla semena pienesena do ctvercovych
Petriho misek na navlh¢eny filtracni papir a ponechana 3 dny klicit pii teploté 25 °C.
Poté byla naklicena semena piesazena do hydroponie s 2 Hoaglandovym roztokem

(Tab. 2). Rostliny byly péstovany 7 dni ve fytotronu za podminek svételného rezimu
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12 h svétlo/12 h tma a teploty 25 °C. 7denni rostliny hrachu setého byly vystaveny
pusobeni zvysené teploty 45 °C. Pro studium vlivu kratkodobého TS byla cast rostlin
vystavena teplot¢ 45 °C pouze po dobu 2 h a poté byly rostliny péstovany za
standardnich podminek pii 25 °C. V casovych intervalech 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6
a 24 h po zahajeni experimentu byly odebirdny rostliny péstované za stalého TS
a rostliny vystavené pouze kratkodobému (2 h) TS. Byla oddélena kotfenova ¢ast od
nadzemni ¢asti a vzorky byly zamrazeny pii -80°C. Kofeny a nadzemni ¢ast byly také
odebrany kontrolnim nestresovanym rostlindm péstovanym za standardnich podminek
pti 25 °C.

Tab. 2 Priprava Hoaglandova roztoku. KNO3 dusi¢nan draselny, Ca(NOs).-4HO tetrahydrat
dusi¢nanu vapenatého, NH4H,PO, dihydrogenfosforecnan amonny, MgSO4-7H>O heptahydrat
siranu hote¢natého, H3BOs kyselina borita, KCI chlorid draselny, MnSO4-5H2O pentahydrat
siranu manganatého, ZnSO4 7H,O heptahydrat siranu zine¢natého, CuSO4-5H>O pentahydrat
siranu médnatého, (NHi)sM07024'4H20 tetrahydrat molybdenanu amonného, FeSOs 7H,O

heptahydrat siranu Zzeleznatého, Na;EDTA sodnd sl kyseliny ethylendiamintetraoctove,
FeEDTA Zelezita siil kyseliny ethylendiamintetraoctoveé.

Chemicka latka Koncentrace Molekulova Objem [ml‘1'] Vysledna
zasobniho hmotnost koncentrace
roztoku [g-mol?] [nmol-17]
[mmol-17]

KNOs 1000 101,1 15 1500

Ca(NOs).-4H,0 1000 236,16 1 1000

NH4H2PO4 1000 115,08 0,5 500

MgSO,-7H.0 1000 246,49 0,25 250

H3BOs 25 61,84 0,5 12,5

KCI 50 74,5 ) 50

MnSO4-5H20 2 241,08 2

ZnS04-7TH,0 2 287,55 -— 1 2

CuSO04-5H20 0,5 249,75 0,5

(NH4)sM07024-4H,0 0,5 1235,95 — 0,5

FeSO4- 7H,0 }F_e cora 20 278,02 } . 20

Na;EDTA 20 372,24 20
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3.2.2 Zpracovani rostlinného materialu
Ze zmrazenych vzorkl rostlin byl pfipraven homogenizaci v tekutém dusiku smésny

vzorek, ktery byl po 250 mg rozd€len do mikrozkumavek a uchovavan v mrazicim boxu
pii -80°C pro dalsi praci. Smeésny vzorek kotenové 1 nadzemni ¢asti pro kazdy Casovy
interval byl piipraven z 5-7 rostlin. Pro extrakci byl pouzit pufr o slozeni: 0,1 mol-I*
K-fosfatovy puft, 1% (w/v) PVPP, 2 mmol-I"t DTT, 0,5 mmol-I* pefabloc, 2 mmol-I?t
EDTA vpoméru 1:2. Suspenze byla ponechdna 20 minut na ledu za stalé¢ho

protfepavani a poté byla centrifugovana 20 minut pii 16 000 g a teploté 4 °C.

3.2.3 Histochemicka detekce reaktivnich forem dusiku a kysliku

vyuzitim fluorescencnich sond
Pro histochemickou detekci NO se pouziva membranové propustny 4-amino-5-

methylamino-2',7 -difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA), ktery je intraceluldrnimi
esterasami hydrolyzovan na nepropustny DAF-FM (Obr. 16). Po reakci s NO je
detekovan fluorescen¢ni signal (Aexc - 495 nm, Aem - 515 nm) (Kojima et al., 1999).

Pro  detekci ~ RNS a ROS lze  vyuzit  fluorescenéni sondu
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetait (HDCF DA), kterd ma schopnost prochazet
pfes bunééné membrany. Intraceluldrni esterasy pteménuji H.DCF DA na H2DCEF, ktery
se oxiduje v pfitomnosti H202, OH’, ROO’, NO* a NOO™ na fluorescencni DCF
(Obr. 17). Po reakci je detekovan fluorescenéni signal (Aexc - 498 nm, Aem - 522 nm)
(Kojima et al., 1999).

V dany casovy interval byl zkontrolnich a teplotné stresovanych rostlin obou
kultivarG hrachu setého odfiznut vzrostny vrchol postranniho kotene o délce 0,5 cm,
ktery byl vlozen na 1 resp. 2 min do 10 pmol-I"t H.DCF DA, resp. DAF-FM DA. Po 3x
promyti v destilované vod¢ byly vzorky pieneseny do 50% (v/v) glycerolu na

podloznim skle a mikroskopovany (detekce zelené fluorescence).
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Obr. 16 Reakce flourescenéni sondy 4-amino-5-methylamino-2',7 -difluorofluorescein diacetétu
(DAF-FM DA), ktery je intracelularnimi esterasami hydrolyzovan na nepropustny 4-amino-5-
methylamino-2',7 -difluorofluorescein (DAF-FM). NO oxid dusnaty (pievzato a upraveno
zMainz et al., 2012).
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Obr. 17 Reakce fluorescen¢ni sondy 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetatu (H.DCF DA),
ktery je intracelularnimi esterasami pfeménovan na 2,7-dichlorodihydrofluorescein (H.DCF),
ktery se oxiduje na fluorescen¢ni dichlorofluorescein (DCF) (ptevzato a upraveno z Hensley et
al., 2003).

3.2.4 Spektrofotometrické stanoveni proteinovych S-nitrosothiolii

Stanoveni celkového obsahu S-nitrosothiolit (RSNO) je zalozeno na detekci a
kvantifikaci reaktivnich oxidi dusiku NO* uvolnénych rozkladem RSNO v ptitomnosti
rtutnatych soli (Savillova metoda). Vznikly dusitan reagujici s modifikovanym
Griessovym ¢inidlem je detekovan tvorbou diazoniové soli, kterd kopuluje s N-
(naftylethylen)diaminem (NED) za tvorby azobarviva, které lze detekovat
spektrofotometricky pti 540 nm. Pro kalibraci se pouziva GSNO (Saville, 1958).
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Byla piipravena kalibra¢ni fada standardéi GSNO v 0,5 mol-It HCI o koncentracich
5, 10, 25, 50, 75, a 100 pmol-It. Do jamek mikrotitraéni desticky bylo napipetovano
100 ul standardu/vzorku. Jako blank byla v ptipadé standardu pouzita 0,5 mol-I"t HCI
a pro vzorky byl pouzit extrakéni pufr. Dale bylo pfidano 100 pl ¢inidla A (3,5% (w/v)
sulfanilamid v 0,5 mol-1"t HCI) nebo B (3,5% (w/v) sulfanilamid v 0,5 mol-1* HCI
a 1% (w/v) HgCl2) a smés byla inkubovana 5 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo
napipetovano 100 pl ¢inidla NED (0,1% (w/v) NED v deionizované vodé€) a po
petiminutové inkubaci pti laboratorni teploté byla zmétena absorbance pii 540 nm viici
blanku. Koncentrace RSNO byla poté odetena z rovnice linearni regrese sestavené

Z méfeni kalibra¢nich standardu GSNO.

3.2.5 Detekce aminoaldehyddehydrogenasy metodou Western blot

SDS-PAGE je biochemickd metoda, ktera se vyuziva k separaci proteinii na zaklad¢
jejich elektroforetické pohyblivosti. SDS je anionaktivni detergent, ktery maskuje
individudlni naboj proteinli, a vznikaji zaporné¢ nabité denaturované Castice, jejichz
naboj je pfimo Umérny jejich hmotnosti. Pohyblivost molekul zavisi na velikosti naboje,
velikosti a tvaru molekul, podminkach prostiedi a sile elektrického pole (Laemmli,
1970).

Do aparatury pro piipravu gelu byla upevnéna skla, kterd byla pfedem ocisténa
96% ethanolem. Dle Tab. 3 byl nejprve pfipraven 10% délici polyakrylamidovy gel,
ktery byl po pfidavku 10% APS zahajujiciho polymeraci, rychle nanesen do prostoru
mezi skly. Nasledné byl pfevrstven n-butanolem a 15 minut ponechén tuhnout. Po
zatuhnuti déliciho gelu byl n-butanol odstranén a povrch gelu byl oplachnut
destilovanou vodou, jejiz zbytek se odsal pomoci filtraéniho papiru. Poté byl délici gel
prevrstven 4% zaostfovacim gelem pfipravenym dle Tab. 3 a do gelu byl vloZen
hiebinek pro vytvotreni jamek. Po zatuhnuti zaostfovaci gelu (30 minut) byla skla s gely
umisténa do elektroforetické komurky. Vnitini prostor komurky byl naplnén
elektrodovym pufrem (0,025 mol-1? Tris-HCI; 0,192 mol-1? glycin; 0,1% (w/v) SDS)
a z gelu byl vytaZzen hiebinek. Po naneseni vzorkli do jamek byla komirka vloZena do
elektroforetické vany, byl doplnén elektrodovy pufr po znacku na vané. Elektroforeticka
separace zpocatku probihala pii konstantnim napéti 120 V v zaostfovacim gelu,
nasledné bylo napéti zvySeno na 200 V.

Vzorky byly pfipraveny smichanim rostlinného extraktu s 4x koncentrovanym

Laemmliho vzorkovacim pufrem (40% (v/v) glycerol; 240 mmol-I" Tris-HCI, pH 6,8;
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8% (w/v) SDS; 0,04% (w/v) bromfenolova modi; 5% (v/v) beta-merkaptoethanol)
Vv poméru 3:1 a inkubovany 10 minut pfi teploté 95°C. Poté byly vzorky ochlazeny na
laboratorni teplotu a naneseny do jamek. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 ul
komeréniho standardu molekulové hmotnosti Precision Plus Protein Dual Xtra Standard
a do nésledujicich jamek 15 pl ptipravenych vzorki.

Nasledné byla provedena metoda prenosu proteinli z gelu na membranu, tzv. semi-
dryblotting. Byly pfipraveny nitrocelulosova (NC) nebo polyvinylidendifluoridova
(PVDF) membrana a blotovaci papir o rozmérech 8,5x7 cm, které byly ponofeny do
blotovaciho pufru (0,025 mol-I"t Tris-HCI, pH 8,3; 0,192 mol-1? glycin, 20% (v/v)
methanol). Na spodni elektrodu (anodu) byl umistén blotovaci papir, membrana, gel
a blotovaci papir vuvedeném potfadi. Po pfilozeni druhé elektrody (katoda) byla
blotovaci kazeta ptipojena ke zdroji napéti. Pfenos proteint probihal pfi konstantnim
proudu 192 mA po dobu 2 h. Poté byla membrana promyta destilovanou vodou
a 10 minut inkubovéana s barvivem Ponceau S pro vizualizaci pfenosu proteind z gelu na
membranu. Po odbarveni membrany v destilované vodé byla ptenesena do blokovaciho
roztoku, tj. 5% (w/v) roztoku suseného mléka nebo 5% (w/v) roztoku BSA v TBST
pufru. Po 1 h blokovéni byla membrana pfes noc inkubovana v roztoku primarni krali¢i
polyklonalni protilatky anti-AMADH v 5% (w/v) roztoku suSeného mléka nebo 5%
(w/v) roztoku BSA (fedéni 1:500 - 1:1500 v ramci optimalizace experimentu). Primarni
polyklondlni protilatka anti-AMADH byla pfipravena metodou intradermalni aplikace
purifikovaného rekombinantniho proteinu AMADH z P. sativum (Tylichova et al.,
2008).

Nasledn¢ byla membrdna promyta ctyfikrat po 15 minutich roztokem TBST
anasledné¢ pifenesena do roztoku kozi anti-kralici sekunddrni protilatky znacené
alkalickou fosfatasou v 5% (w/v) roztoku suseného mléka nebo 5% (w/v) BSA (fedéni
1:2500). Po 2h inkubaci byla membrana opét ctyfikrat promyta roztokem TBST
a nasledné byl ptidan barvici roztok NBT-BCIP (10 ml alkalického fosfatasoveho pufru
(AP), 33 ul NBT roztoku a 33 pl BCIP roztoku). Po vyvinuti tmavé fialového zbarveni
detekovanych bandl se reakce zastavila proplachnutim destilovanou vodou, membrana

se ususila, zdokumentovala a vyhodnotila v programu ImageJ.

40



Tab. 3 Objemy roztokl pro ptipravu 10% déliciho a 4% zaostfovaciho polyakrylamidového
gelu. Rozpis je uveden pro 4 gely o tloustce 0,75 mm. AA/BIS akrylmid/bisakrylamid, SDS
dodecylsiran sodny, APS persiran amonny, TEMED tetramethylethylendiamin.

AA/BIS 1,5 mol-I'* 0,5 mol-I!

Gel (% T) H20 (T 309, Tris/HCI;  Tris/HCI; 10% (w/v) SDS TEMED APS
? (ml) C 267%) pH 88 pH 68 (ml) (ml) (ml)
(ml) (ml) (ml)
4% 6,1 1,3 2,5 - 0,1 0,01 0,1
10% 8,2 6,6 - 5 0,2 0,02 0,2

Slozeni pouzitych roztoku:

AA/BIS roztok (T 30%, C 2,67%): 9,2% (w/v) AA, 0,8% (w/v) BIS, destilovana voda
TBS, pH 7,5: 20 mmol-1* Tris-HCI; 0,5 mmol-1" NaCl

TTBS: 2000 ml TBS, pH 7,5; 2 ml 0,1% (v/v) Tween-20

AP pufr: 100 mmol-1"? Tris-HCI, pH 9,5; 5 mmol-1"t MgClz; 100 mmol-1"! NaCl

NBT roztok: 10% (w/v) NBT v 70% (v/v) N,N’-dimethylformamidu (DMF)

BCIP roztok: 5% (w/v) NBT v 100% (v/v) DMF

3.2.6 Detekce heat shock proteini 70 metodou Western blot

Ptiprava vzorkli pro detekci Hsp70 a separace proteinii pomoci SDS-PAGE
snaslednym Western blotem za pouziti NC membrany byla provedena stejnym
zpusobem uvedenym v kapitole 3.2.5 Detekce aminoaldehyddehydrogenasy metodou
Western blot. Pro zablokovéani nespecifickych mist byl jako blokovaci roztok pouZit
5% (w/v) roztok susen¢ho mléka, poté byla membrana prenesena do roztoku primarni
mysi monoklonalni protilatky anti-Hsp70 v 5% (w/v) roztoku suSen¢ho mléka o fedéni
1:1000 a po jejim promyti v TBST byla pienesena do roztoku anti-mys$i sekundarni

protilatky znacené alkalickou fosfatasou v 5% (w/v) roztoku suSeného mléka o fedéni

1:2500.

3.2.7 Stanoveni aktivity aminoaldehyddehydrogenasy
Rostlinné diaminoxidasy (DAO) katalyzuji pfeménu propan-1,3-diaminu na

3-aminopropionaldenyd  (APAL), ktery je  oxidovan = NAD-dependentni
aminoaldehyddehydrogenasou (AMADH) na B-alanin za souéasné redukce NAD™ na

NADH. Tvorbu NADH Ize méfit spektrofotometricky jako narlst absorbance pfii
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340 nm. Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu NADH je 6220 I-mol*-cm™
(gebela et al., 2000).

Aktivita AMADH byla stanovena spektrofotometricky na mikrodestickovém readeru
na zaklad¢ zmény absorbance pii 340 nm za Casovou jednotku. Do jamek mikrotitracni
desti¢ky bylo nejprve napipetovano 165 pl 150 mmol-It Tris-HCI pufru o pH 9,
nasledné 10 pl NAD", 15 ul nefedéného rostlinného extraktu, 10 ul 0,2 mol-I"t HCI
v pifpadé blanku a enzymova reakce byla odstartovana ptidavkem 10 pl 20 mmol-I*

APAL. Nartst absorbance pfi 340 nm byl méfen po dobu 11 minut pii 30 °C.

3.2.8 Stanoveni aktivity diaminoxidasy
Putrescin je za katalyzy DAO oxidovan na aminoaldehyd a jako vedlejsi produkt je

uvolnovan H20g, ktery ve spfazené reakci vyuziva peroxidasa k oxidaci guajakolu za
vzniku 3,3’-dimethoxyfenyl-4,4"-bifenochinonu. Vznikajici Zlutohnédé zbarveni lze pak
spektrofotometricky métit pii 436 nm. Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu je
4500 1-mol™*-cm™ (Medda et al., 1995).

Aktivita DAO byla stanovena spektrofotometricky na mikrodestickovém readeru na
zakladé zmény absorbance pii 436 nm za Casovou jednotku. Reakéni smés byla slozena
z 15 ml 100 mmol-I? K-fosfitového pufru o pH 7, 250 ul 35 mmol-I" guajakolu
a 250 pl 0,01% (w/v) kirenové peroxidasy. Do jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo nejprve
napipetovano 155 pl reakéni smési, 15 pl nefedéného rostlinného extraktu, 5 pl
destilovan¢ vody v pfipadé¢ blanku a reakce byla odstartovana piidavkem 5 pl
87,5 mmol-I"! putrescinu. Nartst absorbance pii 436 nm byl méfen po dobu 5 minut pfi
30 °C.

3.2.9 Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy
V reakci katalyzované APX je H202 redukovan na vodu za soucasné oxidace askorbatu

(ASH) na monodehydroaskorbat (MDHA). Ubytek ASH Ize méfit spektrofotometricky
jako pokles absorbance pifi 290 nm. Hodnota molarniho absorp¢niho koeficientu je
2800 I-molt-cm™ (Nakano a Asada, 1981).

Aktivita APX byla stanovena spektrofotometricky na mikrodestickovém readeru na
zakladé zmény absorbance pii 290 nm za ¢asovou jednotku. Do jamek mikrotitracni
desticky pro méfeni v UV oblasti bylo nejprve napipetovano 125 pl 100 mmol-I*
K-fosfatového pufru o pH 6, poté 72 pl 1,75 mmol-1? kyseliny askorbové, 15 pl 2,5x
fedéného rostlinného extraktu ve 100 mmol-I? K-fosfatovém pufru o pH 6, 38 ul

destilované vody v pfipadé blanku a enzymova reakce byla odstartovana ptidavkem
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38 ul 10 mmol-I"* H20.. Pokles absorbance pti 290 nm byl méfen po dobu 5 minut pfi
30 °C.

3.2.10 Stanoveni proteinii metodou Bradforda
Stanoveni koncentrace proteint je zaloZzeno na interakci proteint s barvivem Coomasie

Brilliant Blue G-250 v kyselém prostfedi za vzniku modrého zbarveni, které lze
spektrofotometricky zmé&fit pii 595 nm (Bradford, 1976).

Do jamek mikrotitraéni desticky bylo nejprve napipetovano 45 pl destilované vody,
5 pl blanku, extraktu nebo standardu BSA a 200 pl Bradfordova ¢inidla, které bylo
piipraveno fedénim zasobniho roztoku destilovanou vodou v poméru 1:4. Po
pétiminutové inkubaci byla zméfena absorbance pii 595 nm. Koncentrace proteint byla
stanovena z rovnice linedrni regrese optimalizované sestavenim kalibracni fady BSA.
Koncentrace jednotlivych standardi BSA byla 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 mg-ml™. Zasobni
roztok Bradfordova ¢inidla byl pfipraven rozpusténim 50 mg Coomasie Brilliant Blue
G-250 v 25 ml methanolu a 50 ml 85% (v/v) kyseliny fosfore¢né a v§e bylo doplnéno

destilovanou vodou na celkovy objem 100 ml.
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4 VYSLEDKY

V predlozené diplomové praci jsem se zaméfila na studium obrannych mechanismt
u rostlin vystavenych pasobeni teplotnimu stresu (TS). Porovnala jsem reakci rostlin na
kratkodoby TS, tj 2 h pii1 45 °C, a rostlin, které byly vystaveny teploté 45 °C po celou
dobu experimentu. Kontrolni rostliny byly péstovany vzdy za standardnich podminek
pii teplot¢ 25°C. Modelovou rostlinou byl v feSeném projektu hrach sety (Pisum
sativum). Byly vybrany dva kultivary (P. sativum cv. Kudrna¢, P. sativum cv. Twinset).
Hrach sety kultivar Twinset vykazuje odolnost vici padli, fusariovému vadnuti a k viru
hrachové mozaiky PSbMV (Pea Seed-borne Mosaic Virus), naopak hrach sety kultivar
Kudrnac je k témto chorobam citlivy. Pfedlozend prace je soucasti projektu zaméteného
na studium zapojeni a regulace enzymt metabolismu polyamind v obrannych reakcich
rostlin (Obr. 18). Byly studovany zmény aktivity dvou kli¢ovych enzymi degradace
polyamintl v zévislosti na teplotnich podminkéch. Jedna se o enzym s AMADH a DAO
aktivitou. V navaznosti na soucasné probihajici studie, poukazujici na moznost regulace
aktivity AMADH S-nitrosylaci, byly provedeny orientacni experimenty, jako je
Savillova metoda nebo reakce s dithiothreitolem (DTT) poukazujici na moznost
uplatnéni tohoto typu regulace enzymové aktivity i u AMADH hrachu setého
vystaveného ptisobeni TS. Pro jednoznacné potvrzeni regulace AMADH S-nitrosylaci
bude nutné dosazené vysledky dale doplnit experimenty uvedenymi kurzivou v Obr. 18,

jako je napf. metoda biotin switch.
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Obr. 18 Navrh experimenti vramci studia moZnosti regulace aktivity enzymi degradace
polyaminti S-nitrosylaci. Tu¢né jsou vyznaceny experimenty realizované v diplomové praci,
kurzivou  navazujici  experimenty. = AMADH  aminoaldehydehydrogenasa, @ DAB
3,3’-diaminobenzidin, DAF-FM DA 4-amino-5-methylamino-2',7 -difluorofluorscein diacetat,
DAO diaminoxidasa, DTT dithiothreitol, H,DCF DA 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat,
HPLC-MS vysokou¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii, Hsp heat
shock proteiny, GABA kyselina y-aminomaselna, RNS reaktivni formy dusiku, ROS reaktivni
formy kysliku, NBT nitrotetrazoliova modi.

4.1 Mikroskopicka detekce reaktivnich forem dusiku a kysliku

4.1.1 Stanoveni produkce reaktivnich forem dusiku
Jak jiz bylo uvedeno v teoretické ¢asti v reakci na ptisobeni stresovych faktori je Casto

zaznamenana zvySend produkce RNS, kterd ma vyznamnou roli v aktivaci obrannych
mechanismu u rostlin (Yu et al., 2014). V ramci diplomové prace byla studovana zména
produkce NO s vyuzitim fluorescencni sondy DAF-FM DA. Produkce NO byla
detekovana v apikalnich ¢astech kotfenti obou kultivarti hrachu setého (P. sativum cv.
Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset) po vystaveni rostlin kratkodobému a stalému TS
pomoci fluorescenéni mikroskopie (Obr. 19). Jako kontrolni vzorky slouzily
nestresované rostliny.

U obou kultivari byla vyssi intenzita signalu (zelené zbarveni), detekujici zvySenou
produkci NO, zaznamenana po 2 h vystaveni rostlin teploté 45 °C. Pokud rostliny byly
kultivovany stale pti 45 °C, produkce NO vyznamné vzrostla a byla nejvyssi cca 4-6 h
po zahdjeni experimentu. V piipadé pouze kratkodobého (tj. 2h) stresu se produkce NO
1 po ukonleni stresu zvysila, ale zmény nebyly tak intenzivni jako v piipadé

dlouhodobého puisobeni zvysené teploty. Produkce NO byla intenzivnéjsi v apikalnich
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castech kotene hrachu setého kultivaru Kudrma¢ v porovnani s kultivarem Twinset a to
zejména v pripadé pisobeni kratkodobého TS. U kultivaru Kudrna¢ je pozorovan 24 h
po zahajeni experimentu v obou realizovanych variantich pokles hladiny NO

V porovnani S detekovanym stavem 6 h po zahdjeni experimentu.

Kontrola TS (45°C) 2hTS (45 °C)

poté pii 25 °C

Kontrola TS (45°C) 2h TS (45 °C)

poté pti 25 °C

0,25h 0.25 h

0,5h 0.5 h

1h "
ah 2h
3h 3h
4h 4h
6h o
" 24h

Pisum sativum cv. Kudrnag

Obr. 19 Porovnani produkce oxidu dusnatého (NO) v apikalni ¢asti kofene u dvou kultivara
hrachu setého (Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset) v reakci na kratkodoby
(2 h TS) a staly teplotni stres (TS) — teplota 45 °C. Produkce NO byla stanovena v ¢asovych
intervalech 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 a 24 h po zahdjeni experimentu. Jako kontrola slouzily
nestresované rostliny. Byla pouzita fluorescenéni sonda DAF-FM DA o koncentraci 10 umol-1™2.
Megtitko 100 um.

Pisum sativum cv. Twinset
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4.1.2 Stanoveni produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku
Kromé zvySené produkce RNS narGstd v rostlinich vreakci na abioticky stres

koncentrace ROS, které maji dulezitou signaliza¢ni funkci a hraji vyznamnou roli ve
vyvoji rostliny (Miller et al, 2008). Pro detekci H>O; byla velmi cGasto v fadé
publikovanych studiich pouzivana fluorescen¢ni sonda H.DCF DA (Gomes et al.,
2005). V soucasné dob¢ je znamo, ze tato fluorescencni sonda detekuje pritomnost ROS
i RNS (Chen et al., 2011). Produkce ROS a RNS byla detekovana v apikalnich ¢astech
kofene obou kultivari hrachu setého (P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset)
po vystaveni rostlin kratkodobému a stalému TS pomoci fluorescencni mikroskopie
(Obr. 20). Jako kontrolni vzorky slouzily nestresované rostliny.

U obou kultivari hrachu setého byla detekovana zvySend hladina ROS a RNS
zejména od 3 h po zahijeni experimentu. Nejintenzivnéjsi signdl v pifipadé stalého
stresu (rostliny kultivovany pii 45 °C) byl zaznamenan 6 h po zahajeni experimentu.
U rostlin, vystavenych zvySené teploté pouze po dobu 2 h, byla po pieneseni do
kultiva¢niho prostiedi s teplotou 25 °C rovnéz detekovana zvysena produkce ROS
a RNS, ale intenzita signalu byla vyznamné niz§i v porovnani s rostlinami vystavenymi
stalému pusobeni zvySené teploty. Pii kratkodobém TS nebyly mezi kultivary
pozorovany vyznamné rozdily. U hrachu setého kultivar Twinset byla jednoznacné
zvySena aktivita signalu jiz 1 h po vystaveni teploté 45 °C. U hrachu setého kultivar
Kudrna¢ je prokazatelny rozdil v intenzité signalu mezi stresovanou a kontrolni

rostlinou zaznamenan az 3 h po zahajeni experimentu.
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Kontrola TS (45°C) 2hTS (45 °C) Kontrola

poté pti 25 °C

TS (45°C) 2hTS (45°C)
poté pii 25 °C

0,25 h 0,25 h

0,5h 0,5h

1h 1h
2h
2h
3h
3h
4h 4h
6h 6h .
24 h 24 h ul
Pisum stivum cv. Kudrna¢ Pisum stivum cv.winset

Obr. 20 Porovnani produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) v apikalni ¢asti
kofene u dvou kultivarti hrachu setého (Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv.
Twinset) v reakci na kratkodoby (2 h TS) a staly teplotni stres (TS) — teplota 45 °C. Produkce
ROS a RNS byla stanovena v ¢asovych intervalech 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 a 24 h po zahajeni
experimentu. Jako kontrola slouzily nestresované rostliny. Byla pouzita fluorescenéni sonda
H.DCF DA o koncentraci 10 umol-1. Mé&fitko 100 pum.

4.2 Stanoveni S-nitrosothiolli Savillovou metodou

V ramci obrannych reakci vyvolanych plisobenim stresovych faktord je NO jednou
z klicovych molekul podilejici se na PTM S-nitrosylaci proteintl, kterd reguluje aktivitu
fady protein zapojenych v obrannych mechanismech rostlin, napf. se jedna
0 vyznamné enzymy metabolismu ROS a RNS (Astier et al. 2012). RSNO byly
stanoveny spektrofototometricky metodou podle Savilla. U obou kultivard hrachu
setého byla po vystaveni rostlin kratkodobému a stalému TS v nadzemni Casti sledovana
ptitomnost RSNO v ¢asovych intervalech 1, 2, 3, 4, 6 a 24 h. Detekovatelné zmény
v obsahu RSNO byly ziskany pro nadzemni c¢ést rostlin. Obsah RSNO u rostlin
vystavenych TS byl vztazen k hodnoté hladiny RSNO detekované u kontrolnich
nestresovanych rostlin péstovanych pti 25 °C (Obr. 21).
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U hrachu setého kultivar Kudrna¢ byla zaznamenana zvysena produkce RSNO po
celou dobu plsobeni vysoké teploty v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Nejvyssi
zmény byly detekovany 3 h po zahajeni experimentu. V Case 24 h po vystaveni rostlin
vysoké teploté, v disledku destrukce rostlinného pletiva, nebylo mozné rostliny jiz
pouzit pro detekci RSNO a dalSich stanovovanych parametrti. V ptipadé kratkodobého
TS byl nejvyssi narist hladiny RSNO detekovan u kultivaru Kudrna¢ 6 h po zahajeni
experimentu (vice nez dvojnasobné zvyseni). U hrachu setého kultivar Twinset pii
dlouhodob¢ zvysené teploté¢ bylo nejvyssi zvySeni RSNO detekovéano jiz 1 h po
vystaveni rostlin TS. Se vzristajicim ¢asem (2, 3 a 4 h po zahdjeni experimentu) byl
zaznamenan postupny pokles obsahu RSNO ve stresovanych rostlinach. Na rozdil od
kultivaru Kudrnag, byl v kultivaru Twinset po kratkodobém pisobeni TS zaznamenan

pokles RSNO v porovnani s kontrolnimi rostlinami.

Pisum sativum cv. Kudrnad Pisum sativum cv. Twinset
(nadzemni ¢ast) (nadzemni Cast)
O2hTS mTS O2hTS @TS
=3 3
< <
22 22
o o
2 L,
ylld“ “Ildﬁﬂ
So So M
7 1 2 3 4 6 24 2 1 2 3 4 6 24x
Cas [h] Cas [h]

Obr. 21 Porovnani produkce S-nitrosothioli (RSNO) u dvou kultivart hrachu setého
(Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset) v nadzemni ¢asti v reakci na
kratkodoby (2 h TS) a staly teplotni stres (TS). Hladina RSNO byla stanovena u v ¢asovych
intervalech 2, 3, 4, 6 a 24 h po zah4jeni experimentu. Obsah RSNO u rostlin vystavenych TS
byl vztazen k hodnoté¢ hladiny RSNO detekované u kontrolnich nestresovanych rostlin
péstovanych pii 25 °C (relativni jednotky). Byl realizovan pouze jeden orienta¢ni experiment
(biologicky replikat). (* vzorky 24 h po kultivaci rostlin pti 45 °C, v disledku destrukce rostlin
pusobenim zvysené teploty, nebyly odebirany).
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4.3 Regulace aktivity aminoaldehyddehydrogenasy v reakci na
teplotni stres u hrachu setého

4.3.1 Aktivita aminoaldehyddehydrogenasy u hrachu setého kultivaru

Kudrnac¢ a Twinset
Kromé zmény aktivity enzymu AMADH za stresovych podminek byla paralelné

stanovena aktivita tohoto enzymu v kofenové a nadzemni ¢asti u 7dennich rostlin
hrachu setého kultivaru Kudrnac¢ a Twinset za fyziologickych podminek, tj péstovani pii
25 °C (Obr. 22). Aktivita AMADH byla pfepoctena na 1 g erstvé vahy (nkat-g FW).
Vyssi aktivita AMADH byla detekovana v nadzemni ¢asti. U kultivaru Kudrmac je
rozdil mezi aktivitou v kofeni a nadzemni ¢asti vyznamné nizsi (pfiblizné¢ o 30 %).
V ptipadé kultivaru Twinset je v nadzemni ¢asti aktivita AMADH 5x vyss§i v porovnani
s aktivitou v kofeni. V kofenové ¢asti u hrachu setého kultivar Kudrna¢ byla

zaznamenana piiblizné¢ dvojnasobna aktivita enzymu AMADH oproti kultivaru Twinset.

@ Pisum sativum cv. Kudrna¢ OPisum sativum cv. Twinset

3,5
— 3
z
o 2,5
&0
s 2
)
E 15
< 1
=
<05

0

Kofen Nadzemni ¢ast

Obr. 22 Porovnani aktivity aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) u dvou kultivard hrachu
setého (Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset) v kofenové a nadzemni ¢asti
za fyziologickych podminek pii 25 °C. Aktivita AMADH byla pfepoctena na 1 g Cerstvé vahy
(nkat-g*-FW). Byly realizovany 2-3 nezavislé experimenty (biologické replikaty).
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4.3.2 Vliv teplotniho stresu na aktivitu aminoaldehyddehydrogenasy
Soucésti obranného mechanismu rostlin v reakci na stresové podminky miize byt

aktivace enzymu AMADH, ktery se podili na katabolismu PA. U¢inkem enzymu
AMADH dochézi k oxidaci w-aminoaldehydt, vzniklych v reakci katalyzované DAO,
na piisluiné e-aminokyseliny (Sebela et al., 2000). Jednim z kone&nych produktd je
také kyselina y-aminomaselnd (GABA), jejiz vyznamna role v obrannych
mechanismech rostlin byla jiz prokazana (Bown a Shelp, 1997). U obou kultivara
hrachu setého byla po vystaveni TS (stalého nebo kratkodobého po dobu 2 h)
Vv kotfenové a nadzemni ¢asti sledovana aktivita AMADH v ¢asovych intervalech 0,25,
0,5, 1, 2, 3, 4, 6 a 24 h. Aktivita AMADH byla piepoctena na 1 gram cerstvé vahy
(nkat-g*-FW) a poté vztazena ke stanovené hodnot¢é AMADH u kontrolniho
nestresovaného vzorku rostlin inkubovanych pfti 25 °C.

Studované kultivary hrachu set¢ho se vyznamné li§i ve zménach aktivity AMADH
v disledku pusobeni TS (Obr. 23). U hrachu seté¢ho kultivar Kudrnaé¢ byla 0,5-2 h po
vystaveni stresu v kofenové casti detekovana snizena aktivita AMADH v porovnani
S kontrolnimi rostlinami. Mirné zvySend aktivita byla poté zaznamenana 3. a 4. h pfi
stalém TS. Po 6 h byl detekovany vyznamny pokles AMADH aktivity a po 24 h
kultivace pii 45 °C nebyla aktivita jiz métena vzhledem k devastacnimu efektu zvysené
teploty na rostlinu. V nadzemni ¢asti hrachu setého kultivar Kudrna¢ byl zaznamenan
staly pokles aktivity AMADH po 1 h od zahdjeni experimentu. V pfipad¢ aplikace
pouze kratkodobého TS nebyly v kotfenové casti detekovany vyznamné zmény.
V nadzemni ¢asti doSlo pouze 1 h po ukonceni TS k mirnému zvySeni aktivity
AMADH. Nasledn¢ byla aktivita v kontrolnich rostlinach a rostlindch vystavenych
kratkodobému stresu srovnatelnd. V ptipadé¢ hrachu set¢ho kultivar Twinset bylo
detekovano vyznamné navyseni aktivity AMADH v reakci rostliny na kratkodoby TS
ato jak vkofenové casti (pfiblizné pétindsobné zvyseni), tak i v nadzemni Casti
(ptiblizné dvojnasobné). Nejveétsi zmeény byly detekované 2 h po ukonceni aplikace TS.
V ptipadé stalého vystaveni rostlin TS nebyly zaznamenany u tohoto kultivaru
vyznamné zmény v aktivitt AMADH v nadzemni ¢asti. V kofenech byla aktivita 1 - 4h

po zah4jeni experimentu zvysena.
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Obr. 23 Porovnani aktivity aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) u dvou kultivard hrachu
setého (Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset) v kofenové a nadzemni ¢asti
Vv reakci na kratkodoby (2 h TS) a staly teplotni stres (TS). Vzorky byly odebirany v ¢asovych
intervalech 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 a 24 h po zahdjeni experimentu. Jako kontrola slouzily
nestresované rostliny. Relativni jednotky - aktivita AMADH byla ptepoétena na 1 g Cerstvé
vahy a poté vztazena ke kontrolnimu nestresovanému vzorku pro dany casovy interval. Byly
realizovany 2-3 nezavislé experimenty (biologické replikaty). (* vzorky 24 h po kultivaci rostlin
pfi 45 °C, v disledku destrukce rostlin ptisobenim zvySené teploty, nebyly odebirany).
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4.4 Detekce aminoaldehyddehydrogenasy metodou Western blot

Pted stanovenim zmén AMADH na proteinové urovni v nadzemni a kotenové casti
U obou kultivara hrachu setého po aplikaci TS, bylo nutné optimalizovat podminky pro
imunodetekci AMADH metodou Western blot (Obr. 24). Byly testovany dva typy
membran pro ptenos proteinii: NC a PVDF membrana, dva typy blokacnich roztokt
pfipravenych ze suSeného mléka nebo BSA a dvé koncentrace primarni protilatky proti
AMADH pfipravené imunizaci kralika. Nejlepsi variantou realizace metody Western
blot se ukdzalo v testovacich experimentech provedeni na NC membrang, s 5% (w/v)
susenym mlékem jako blokovacim roztokem a S fedénim primarni protilatky 1:1000.
V nésledujicich experimentech bylo pouzito fedéni primarni protilatky 1:1500.

PVDF (5% BSA) PVDF (5% mléko)  NC (5% BSA) NC (5% mléko)

™

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
1:500 1:1000 1:500 1:1000 1:500 1:1000 1:500 1:1000

Obr. 24 Optimalizace detekce aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) u hrachu setého
kultivaru Kudrnaé (Pisum sativum cv. Kudrnag) v kofenové (1) a nadzemni ¢asti (2) metodou
Western blot. Byly testovany nitrocelulosova (NC) a polyvinylidendifluoridovd (PVDF)
membrana, 5% roztok suseného mléka a hovéziho sérového albuminu (BSA) jako blokovaci
roztok s vhodnym fedénim primarni protilatky 1:500 a 1:1000. V extraktu kotfenové ¢asti byla
koncentrace proteinti 1 mg-ml?, v nadzemni ¢asti 2,75 mg-ml™.
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Pro analyzu zmén AMADH na proteinové trovni v diisledku TS byly pouzity kofenové
a nadzemni Casti odebirané v ¢asovych intervalech 1, 2, 3, 4 a 6 h z rostlin vystavenych
TS a soucasn¢ rostlin kontrolnich. Detekce byla realizovdna paralelné¢ ve dvou
opakovanich. Bylo provedeno denzitometrické vyhodnoceni intenzity bandii pomoci
programu ImageJ. Data ziskana pro stresované rostliny byla vztazena vzdy ke
kontrolnim vzorkiim v daném ¢asovém intervalu (Obr. 25 a Obr. 26).

V kofenové a nadzemni Casti hrachu setého kultivaru Kudrna¢ a Twinset nebyly
detekovany témét zadné zmény AMADH na proteinové urovni se vzristajicim casem
pfi kratkodobém TS (2, 3, 4 a 6 h). Pfi stalém TS byl zaznamenén u obou kultivard
Vnadzemni casti mirny pokles (pfiblizné 5%) intenzity bandG reprezentujicich
AMADH protein. V kotenové ¢asti byl naopak 6 h po zahajeni experimentu detekovan

20% pokles u kultivaru Twinset a az 30% u kultivaru Kudrnac.
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Obr. 25 Detekce aminoaldehydehydrogenasy (AMADH) u hrachu setého kultivaru Kudrnac
(Pisum sativum cv. Kudrna¢) v kofenové a nadzemni ¢asti v reakci na kratkodoby (2 h TS)
a staly teplotni stres (TS). Vzorky byly odebirany v ¢asovych intervalech 1, 2, 3, 4 a 6 h po
zahajeni experimentu A) Imunochemicka detekce AMADH. B) Denzitometrické vyhodnoceni
intenzity bandi AMADH pomoci programu Imagel. K — kontrola, V - vzorek (stresovana
rostlina) odebirané v uvedeny &asovy interval. Cerné oznaGeni — kratkodoby TS, Gervené
oznaceni — dlouhodoby TS.
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Obr. 26 Detekce aminoaldehydehydrogenasy (AMADH) u hrachu setého kultivaru Twinset
(Pisum sativum cv. Twinset) v kofenové a nadzemni ¢asti v reakci na kratkodoby (2 h TS)
a staly teplotni stres (TS). Vzorky byly odebirany v Casovych intervalech 1, 2, 3, 4 a 6 h po
zahajeni experimentu A) Imunochemicka detekce AMADH. B) Denzitometrické vyhodnoceni
intenzity bandi AMADH pomoci programu Image]. K — kontrola, V - vzorek (stresovana
rostlina) odebirané v uvedeny &asovy interval. Cerné oznateni — kratkodoby TS, Gervené
oznaceni — dlouhodoby TS.

4.5 Vliv dithiothreitolu na aktivitu aminoaldehyddehydrogenasy
Pro orientacni experimentalni ovéfeni moznosti regulace aktivity AMADH S-nitrosylaci
v disledku TS byl realizovan experiment s vyuZzitim DTT. DTT jako silné redukéni
¢inidlo mtze zrusit vazbu NO na SH skupinu cysteinu AMADH a tim ovlivnit aktivitu
AMADH, za ptedpokladu, Zze dochéazi k regulaci aktivity prostiednictvim praveé
S-nitrosylace. Pro analyzu byla pouzita kofenova a nadzemni ¢ast obou kultivarii hrachu
setého odebrané z kontrolnich rostlin a rostlin po ukonceni 2h TS, kdy byl zaznamenan
pokles AMADH aktivity. U obou kultivard byla jak v kofenové, tak v nadzemni ¢asti
stresovaného vzorku pozorovana po piidavku DTT k extraktim vyznamné vyssi aktivita
(Obr. 27A a Obr. 27B). U kontrolnich vzorki nebyly detekovany zadné vyznamné
zmény po aplikaci DTT s vyjimkou kofenové ¢asti kultivaru Kudrnac, kdy po pfidani
DTT byla zaznamenana ptiblizné dvojnasobné vyssi aktivita AMADH.

Vliv DTT na aktivitu AMADH byl dale testovan na vzorcich nadzemni casti rostlin
4 h po ukonceni TS u hrachu setého kultivar Kudrnac¢, kdy byl zaznamenam maximalni

pokles AMADH aktivity a 2 h po ukonceni TS u hrachu setého kultivar Twinset, kdy
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bylo naopak detekovano né¢kolikanasobné navyseni aktivity AMADH (Obr. 23). Protoze
nebyla zaznamendna vyznamnd zaména na proteinové urovni AMADH (Obr. 25
a Obr. 26), 1ze predpokladat zapojeni regulaéniho mechanismu, ovliviiujiciho aktivitu
AMADH, kterym muize byt napt. S-nitrosylace. V nadzemni ¢asti kultivaru Kudrna¢ byl
4 h po ukonceni TS po pfidavku DTT zaznamenan narast aktivity AMADH, zatimco
u kultivaru Twinset doSlo po aplikaci DTT k extraktim ziskanym 2 h po ukonceni TS
ke snizeni aktivity AMADH (Obr. 27C). U kontrolnich rostlin obou kultivarii nebyly

detekovany zadné vyznamné zmeény po piidani DTT.

Kofen (A) Nadzemni ¢ast (B)
Obez DTT EDTT Obez DTT mDTT
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Z 05 2,
“-_w 0,4 "w
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< Kontrola TS Kontrola TS 5 Kontrolaa TS Kontrola TS
Pisum sativum cv. Pisum sativum cv. Pisum sativum cv. Pisum sativum cv.
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Obr. 27 Porovnani aktivity aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) bez a po piidani
dithiothreitolu (DTT) u kofenové a nadzemni ¢asti dvou kultivarti hrachu setého (Pisum sativum
cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset). AMADH aktivita byla stanovena u kontrolnich
rostlin a rostlin vystavenych 2h pusobeni teploty 45 °C. A — kofen 2 h po ukonéeni 2h
teplotniho stresu (TS), B — nadzemni ¢ast 2 h po ukonceni 2h TS, C — nadzemni ¢ast kultivaru
Kudrna¢ 4 h po ukonceni 2h TS a kultivaru Twinset 2 h po ukonceni 2h TS. Smérodatna
odchylka je vyhodnocena ze tii technickych replikatd.
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4.6 Regulace aktivity diaminoxidasy v reakci na teplotni stres u
hrachu setého

4.6.1 Aktivita diaminoxidasy u hrachu setého kultivaru Kudrna¢ a

Twinset
Kromé zmény aktivity enzymu DAO za stresovych podminek byla paralelné stanovena

aktivita tohoto enzymu v kofenové a nadzemni ¢asti u 7dennich rostlin hrachu setého
kultivaru Kudma¢ a Twinset za fyziologickych podminek, tj péstovani pii 25 °C
(Obr. 28). Aktivita DAO byla prepoétena na 1 g Cerstvé vahy (nkat-gt-FW). Vyssi
aktivita DAO byla detekovana v nadzemni ¢asti. U kultivaru Kudrna¢ byla aktivita
DAO v nadzemni ¢asti piiblizné trojnasobné vyssi nez aktivita v kofenu, u kultivaru
Twinset byla aktivita az pfiblizn€ Ctyindsobn€ vy$si nez v kofenové cCasti. Rozdily

v aktivité¢ DAO ve studovanych kultivarech hrachu seté¢ho nebyly vyznamné.

@ Pisum sativum cv. Kudrna¢ OPisum sativum cv. Twinset

10

©

DAO [nkat-g-1-FW]
O FRP N WMOILO N

Kofen Nadzemni ¢ast

Obr. 28 Porovnani aktivity diaminoxidasy (DAO) u dvou kultivart hrachu setého (Pisum
sativum cv. Kudra¢ a Pisum sativum cv. Twinset) vkofenové a nadzemni Casti za
fyziologickych podminek ptfi 25 °C. Aktivita DAO byla pfepoctena na 1 g Cerstvé vahy
(nkat-g-FW). Byly realizovany 2-3 nezavislé experimenty (biologické replikaty).
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4.6.2 Vliv teplotniho stresu na aktivitu diaminoxidasy
Katabolismus PA je spojen s DAO aktivitou. DAO katalyzuji oxidaci Put na ABAL za

soucasné tvorby NH3z a H202 (Moschou et al., 2008). U obou kultivard hrachu setého
byla po vystaveni kratkodobého a stalého TS v kofenové a nadzemni ¢asti sledovana
aktivita DAO v ¢asovych intervalech 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 a 24 h. Aktivita DAO byla
prepoctena na 1 gram Cerstvé vahy (nkat-g* FW) a poté vztazena ke stanovené hodnoté
DAO u kontrolniho nestresovaného vzorku rostlin inkubovanych pii 25 °C.

Aktivita DAO se u studovanych kultivari hrachu setého v disledku pisobeni TS
lisila (Obr. 29). Pfi stanoveni aktivity DAO byla zaznamendna pomérné velka
variabilita v biologickém opakovani. U hrachu setého kultivar Kudrna¢ byla po
ukonceni kratkodobého TS (2 h pii 45 °C) detekovana mirné snizena aktivita DAO
Vv kofenové Casti v porovnani s kontrolnimi rostlinami. U kultivaru Twinset je tento
pokles vyrazné&jsi. Naopak v reakci rostlin na dlouhodobé puisobeni teploty 45 °C bylo
3-6 h od zahdjeni experimentu zaznamenano vyznamné zvySeni DAO aktivity
U kultivaru Kudrnaé. Zmény v DAO aktivit¢ v disledku TS nebyly u obou kultivart
V nadzemni ¢asti vyznamné, pouze v piipad¢ kultivaru Twinset byl po 3 h od zahéjeni

experimentu pozorovan mirny pokles DAO aktivity.
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Obr. 29 Porovnani aktivity diaminoxidasy (DAO) u dvou kultivart hrachu setého (Pisum
sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset) v kofenové a nadzemni Casti v reakci na
kratkodoby (2 h TS) a staly teplotni stres (TS). Vzorky byly odebirdny v ¢asovych intervalech
0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 a 24 h po zahajeni experimentu. Jako kontrola slouzily nestresované
rostliny. Relativni jednotky - aktivita DAO byla pfepoctena na 1 g Cerstvé vahy a poté vztazena
ke kontrolnimu nestresovanému vzorku pro dany cCasovy interval. Byly realizovany 2 -3
nezavislé experimenty (biologické replikaty). (* vzorky 24 h po kultivaci rostlin pii 45 °C,
v dusledku destrukce rostlin ptisobenim zvysené teploty, nebyly odebirany).
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4.7 Vliv teplotniho stresu na aktivitu askorbatperoxidasy
Dulezitou roli v obranné reakci rostlin na stresové podminky hraji antioxidacni enzymy,

které rostliny chrani pied oxida¢nim poskozenim zpiisobenym vysokou produkci ROS.
V ramci diplomové prace byla sledovana aktivita enzymii nezbytnych pro eliminaci
ROS a to APX, ktera je nedilnou soucasti ASH-GSH cyklu (Das a Roychoudhury,
2014). U obou kultivard hrachu setého byla z ¢asovych divodi stanovena APX aktivita
pouze po vystaveni rostlin kratkodobému TS (pouze 2h) (Obr. 30). Aktivita APX byla
piepodtena na 1 gram &erstvé vahy (nkat-g™ FW) a poté vztazena ke stanovené hodnoté
APX u kontrolniho nestresovaného vzorku rostlin inkubovanych pti 25 °C.

V kotfenové casti hrachu setého kultivar Kudrna¢ byla 2.-4. h po zahijeni
experimentu aktivita APX vy$§i v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Po 6 h byla
aktivita srovnatelnd s kontrolnimi rostlinami, po 24 h byl zaznamenan pokles aktivity.
V nadzemni ¢ésti tohoto kultivaru byl detekovan 1 h po ukonceni TS pokles APX
aktivity. U hrachu setého kultivar Twinset byla aktivita APX v kofenu nejvyssi 2 h po
zahajeni experimentu (tzn. V okamziku ukonceni pusobeni vysoké teploty), poté se
aktivita APX snizovala. V nadzemni ¢asti tohoto kultivaru byl detekovan nartst
aktivity, kdy po 4 a 6 h i pfes vysoké smérodatné odchylky byla zaznamenana az

dvojnasobné zvysena aktivita v porovnani s kontrolnimi rostlinami.
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Obr. 30 Porovnani aktivity askorbatperoxidasy (APX) u dvou kultivarti hrachu setého (Pisum
sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset) v kofenové a nadzemni Casti v reakci na
kratkodoby (2 h TS) teplotni stres. Vzorky byly odebirany v ¢asovych intervalech 2, 3, 4, 6
a 24 h po zahijeni experimentu. Jako kontrola slouzily nestresované rostliny. Relativni
jednotky - aktivita APX byla pfepoctena na 1 g Cerstvé vahy a poté vztazena ke kontrolnimu
nestresovanému vzorku pro dany ¢asovy interval. Byly realizovany 2-3 nezavislé experimenty
(biologické replikaty).

4.8 Detekce heat shock proteina 70 metodou Western blot

Jednim z typickych obrannych mechanismli v rdmci reakce rostlin na TS je zvySena
produkce Hsp. Hsp byly v ramci diplomové prace detekovany pomoci metody Western
blot. Na proteinové urovni byly analyzovany zmény Hsp70 u obou kultivar v kofenové
1 nadzemni ¢asti v Casovych intervalech 1, 2, 3, 4 a 6 h urostlin vystavenych TS
asoucasn¢ rostlin kontrolnich. Detekce byla realizovdna paralelné ve dvou
opakovanich. Bylo provedeno denzitometrické vyhodnoceni intenzity bandi pomoci
programu Image]. Data ziskand pro stresované rostliny byla vztazena vzdy ke
kontrolnim vzorkiim v daném ¢asovém intervalu (Obr. 31).

Jelikoz v kofenové Casti byl zaznamenan velice slaby signdl, je v diplomové praci
uvedeno grafické vyhodnoceni zmén detekce Hsp70 pouze v nadzemni Casti.
V nadzemni casti hrachu setého kultivar Twinset byla po plsobeni kratkodobého TS
detekovana zvySena produkce Hsp70 na rozdil od kultivaru Kudrna¢, u kterého TS

neaktivoval produkci Hsp70 (s vyjimkou 3 h po vystaveni TS, vysledek je nutné
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opakované ovéfit, zda nedoslo k chybé pfti ptipraveé vzorku nebo pii jeho nandseni na

gel).
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Obr. 31 Detekce heat shock proteinu 70 (Hsp70) u dvou kultivard hrachu setého (Pisum sativum
cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset) v nadzemni ¢asti v reakci na kratkodoby (2 h TS)
a staly teplotni stres (TS). Vzorky byly odebirany v Casovych intervalech 1, 2, 3, 4 a 6 h po
zahéjeni experimentu A) Imunochemicka detekce Hsp70. B) Denzitometrické vyhodnoceni
intenzity bandi Hsp70 pomoci programu ImageJ. K — kontrola, V - vzorek (stresovana rostlina)
odebirané v uvedeny ¢asovy interval. Cerné oznadeni — kratkodoby TS, ¢ervené oznadeni —
dlouhodoby TS.
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5 DISKUZE
Teplotni stres (TS) je jeden z vyznamnych abiotickych strest, ktery negativné ovliviiuje

jak vegetativni, tak reproduk¢ni rust rostlin. TS je Casto doprovazen dalSimi abiotickymi
stresovymi faktory, jako je sucho a salinita (Bita a Gerats, 2013). Vysoké teploty vedou
k fyziologickému poskozeni rostliny, napf. spalovani listd a stonkd, opadani listh
a senescence, inhibice ristu vyhonki a kofenti nebo poskozeni plodi, coz nasledné vede
k nizké produktivité¢ v zemédélstvi (Vollenweider a Giinthardt-Goerg, 2005). TS snizuje
rust rostlin tim, Ze ovliviuje rychlost asimilace a tim celkovou hmotnost susiny (Wahid
et al., 2007). Vyssi rostliny vystavené nadmérnému teplu, minimalné¢ 5 °C nad jejich
optimalni teplotu rustu, vykazuji charakteristicky soubor bunécnych a metabolickych
odpovédi, které jsou dulezité pro pteziti rostlin za vysoké teploty. Dochazi ke zménadm
V organizaci bunéénych struktur, véetné organel a cytoskeletu, a membranové funkce,
coz je spojeno s nizkou syntézou proteinii a urychlenou transkripci a translaci Hsp,
produkci fytohormonli (ABA), antioxidantd a dalSich ochrannych molekul (Bita
a Gerats, 2013). ZvySeni teploty v zavislosti na intenzit¢ a dob& pusobeni se muze
podilet na zrychleni ristu rostlin, fotosyntéze, dychani, zménach v aktivitich enzymi,
ale pouze po urcitou dobu, poté mohou ndsledovat negativni dopady na vyvoj
a schopnost preziti rostliny. Pii zvySeni teploty o 10 °C se prumérnd rychlost
enzymovych reakci zvysi az dvojnasobné. Optimalni teplota pro strukturdlni integritu
a aktivitu vétSiny enzymi se pohybuje v rozmezi 30-45 °C. Naopak pii teplotach
vy$Sich nez 60 °C s vyjimkou teplomilnych organismi je fada enzyml nevratné
denaturovana a inaktivovana (Hasanuzzaman et al., 2013).

V reakci rostlin na ruzné biotické a abiotické stresové faktory byla prokazana
zvysena hladina polyamind (PA). Nejrozsifenéjsi jsou Put, Spm a Spd a jsou zapojeny
do tady zékladnich bunécnych procest jako je tranksripce, modifikace RNA, syntéza
proteintl a modulace enzymovych aktivit. Ulohou Spm pii napadeni rostliny patogenem
je modulace aktivity kationtovych kanalt a tvorba H2O. (Takahashi a Kakehi, 2009).
Kli¢ovym enzymem pii syntéze Put je arginindekarboxylasa (ADC). U A. thaliana se
nachazi dva geny kodujici ADC (ADC1 a ADC2), které se v reakci na abioticky stres
exprimuji odlisné (Alcazar et al., 2006). Exprese ADC2 je silné indukovana v reakci na
sucho, salinitu a mechanické poSkozeni (Perez-Amador et al., 2002), zatimco ADCL je
indukovana hlavné chladem (Hummel et al., 2004). U rostlin vystavenych suchu, je
exprese nékterych gent (ADC2, gen pro sperminsyntasu (SPMS), gen pro
S-adenosylmethionindekarboxylasu 2 (SAMDC?2)) zapojenych do biosyntézy PA zavisla

63



na ABA (Urano et al., 2003). Za stresovych podminek zvySena exprese geni
nezbytnych pro biosyntézu PA ve vétSing€ piipadt nekoreluje s nartistem vSech PA.
Paralelné s pozitivni regulaci transkripce ADC1 nebo ADC2 byla v reakci na rtzné
formy abiotického stresu detekovana produkce Put, Ktery neovliviiuje hladinu Spd
aSpm spolecné s geny zapojenymi do jejich biosyntézy (SAMDC2, gen pro
spermidinsyntasu 2 (SPDS2), SPMS). Divodem muze byt regulace SAMDC, kli¢ového
enzymu pro biosyntézu PA (Cona et al., 2006). U rostlin tabaku doslo k akumulaci Put
nadmérnou expresi ornithindekarboxylasy (ODC), ktera zvysila toleranci viuéi zasoleni
(Kumria a Rajam, 2002). Kli¢ovou roli v obsahu PA v rostlinach maji enzymy podilejici
se na jejich degradaci, jako jsou DAO a PAO, které katalyzuji reakci vedouci
k produkci reaktivnich a cytotoxickych aminoaldehydi, jako je 3-aminopropionaldehyd
(APAL) a 4-aminobutanal (ABAL) a za soucasného vzniku H.0,. Oxidace
aminoaldehyddi AMADH kon¢i tvorbou netoxickych metabolitti p-alaninu a GABA.
Protoze rostlinné AMADH vykazuji 35 az 39% sekvencni identitu s bakterialnimi,
plistovymi, rybimi nebo savéimi AMADH, byly v posledni dobé zatazeny do
samostatné rodiny aldehyddehydrogenas 10 (ALDH10) (Kope¢ny et al., 2013).
AMADH byla puvodné nalezena v rostlinach celedi Fabaceae a Poaceae spole¢né
s aminoxidasami (AQO) (Flores a Filner, 1985). Vlastnostmi jsou AMADH blizké
k betainaldehyddehydrogenasam (BADH), které reaguji na sucho, zasoleni a TS
(Fitzgerald et al., 2009; Sebela et al., 2001b). Ve $penatovych listech v reakci na
vysokou koncentraci soli (300 mmol-1? NaCl) se aktivita BADH ztrojnasobila
(Weretilnyk a Hanson, 1989). Nedavna studie poukazala na to, Ze AMADH je schopna
podobné jako BADH Vv reakci na salinitni stres u ryZe a je¢mene vyuZzivat jako substrat
betainaldehyd. Glycinbetain zajist'ujici toleranci vici abiotickému stresu tak nemusi byt
produkovan pouze aktivitou BADH (Fitzgerald et al., 2009). Byly provedeny detailni
studie AMADH P. sativum. Byly identifikovany dvé izoformy PsAMADHI
a PSAMADH?2, které se skladaji z 503 aminokyselin s 80% sekvenéni identitou (Sebela
et al., 2000; Tylichova et al., 2010). Nejlepsi substratovou specifitu vykazuje AMADH
k APAL. Bylo prokazano, ze i ptes podobnost s BADH, AMADH izolovana
z P.sativum neni schopna jako substrat vyuzit betainaldehyd a nepfispiva tak
k akumulaci glycinbetainu (Sebela et al., 2000). V semenaccich P. sativum péstovanych
za tmy byla aktivita AMADH v kofenové S$pi¢ce vyssi nez v nadzemni casti. Po
mechanickém poskozeni (6. den) rostlin P. sativum byla detekovana vyznamné vyssi

aktivita AMADH a DAO v porovnani s kontrolnimi neporanénymi rostlinami.
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U sazenic P. sativum péstovanych za tmy byl nejvyssi nartst aktivity AMADH
zaznamenan druhy den po poranéni. (Petfivalsky et al., 2007). Hlavnim cilem
diplomové¢ prace bylo studium vlivu kratkodobého (2 h) a dlouhodobého TS (vystaveni
teploté 45 °C) na zmény aktivity AMADH a DAO a moznosti regulace jejich aktivity
ato u dvou kultivart hrachu setého (P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset)
liSicich se odolnosti vii¢i patogennim organismiim. Po expozici rostlin TS byly
zaznamenany vyznamné rozdilné odpovédi u obou kultivar, a to zejména v reakci
rostlin na pusobeni kratkodobého TS. U hrachu setého kultivar Twinset vyznacujici se
odolnosti vici patogenim byla jak v kofenové, tak v nadzemni Casti detekovéana
nékolikandsobn¢ zvysend aktivita AMADH v reakci rostliny na kratkodoby TS
Vv porovnani s citlivym kultivarem Kudrnd¢, u kterého v kotfenové Ccasti nebyly
detekovdny vyznamnéj$i zmény aV nadzemni c¢asti byl naopak pozorovan pokles
AMADH aktivity. V ptipadé¢ dlouhodobého vystaveni rostlin TS nebyly v nadzemni
casti kultivaru Twinset pozorovany mezi jednotlivymi Casovymi intervaly zmény
v aktivitt AMADH, zatimco u kultivaru Kudrna¢ doslo k poklesu aktivity. Vysledky
poukazuji na schopnost aktivace obrannych mechanismi spojenych se zvySenim

aktivity AMADH u hrachu setého cv. Twinset, vykazujiciho odolnost na patogeny.
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Obr. 32 Schéma znazornujici funkci hormond, polyamint a kyseliny y-aminomaselné (GABA)
v reakci rostliny na stresové faktory. Spojité modré Sipky znaci metabolické drahy, pferuSované
modré a oranzové znaci regulaci a trasnport. ALMT hlinikem aktivovany malatovy transportér,
CaM kalmodulin, GAD glutamatdekarboxylasa, Glu L-Glutamat, H>O, peroxid vodiku, NO
oxid dusnaty (upraveno a ptevzato z Podlesakova et al., 2018).
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Zvyseni aktivity AMADH vede ke zvyseni koncentrace GABA v rostliné. GABA je
ctyfuhlikovd neproteinogenni aminokyselina. Jednou z jejich hlavni roli je kontrola
reakci rostliny na stresové podminky (Shelp et al., 1999). Bylo zjisténo, Ze zména v jeji
endogenni koncentraci vyznamné ovlivituje rust rostlin. Exogenni aplikace GABA
zvysuje toleranci vici stresu modulaci exprese gent zapojenych do signalizace rostlin,
regulace transkripce, biosyntézy hormonti, produkce ROS a metabolismu PA
(Podlesakova et al., 2018). Je spojena sraznymi fyziologickymi procesy - regulace
cytosolického pH, tok uhliku do Krebsova cyklu, odpuzovani hmyzu, ochrana pted
oxidaénim stresem a signalizacni funkce (Bouche a Fromm, 2004). GABA je
syntetizovana hlavné z L-glutamatu glutamatdekarboxylasou (GAD, EC 4.1.1.15). Jak
jiz bylo zminéno, reakce rostlin na abioticky stres je spojena se syntézou
a katabolismem PA. Za stresovych podminek k produkci GABA pfispiva oxidace Put
aSpd AO. Exprese AO je vysoce indukovatelna v reakci na stres a vykazuje opacné
chovani nez GAD (Shelp et al., 2012), coz potvrzuje vzajemnou vazbu mezi PA
a GABA béhem vystaveni rostlin stresu (Obr. 32) (Podlesakova et al., 2018). Naptiklad
39% akumulace GABA v kotenech s¢ji za salinitniho stresu bylo pfi¢itdno oxidaci PA
v disledku zvySené aktivity DAO (Xing et al., 2007). Zmény v dostupnosti O2
a bunécéné redoxni rovnovaze v dusledku stresu mohou pfimo ovlivnit aktivity DAO
a GAD, ¢imz je omezena tvorba GABA (Shelp et al., 2012).

Kromé aktivity AMADH byla v reakci na TS sledovana také aktivita DAO, které
spole¢né s PAO katalyzuji katabolismus PA. DAO obsahuji jako kofaktor méd’, proto se
oznacuji také jako CuAO. Kofaktorem PAO je FAD (Cona et al., 2006). Aktivitou
DAO a PAO dochazi kprodukci ROS, coz jsou dulezité signalni molekuly
V programované bunééné smrti rostlin. DAO se vyskytuje ve vysokych koncentracich
u dvoudéloznych rostlin, zejména v hrachu, cizrné, ¢occe a sdje (Moschou et al., 2008).
U A. thaliana bylo popsano 10 isoforem CuAO (Tiburcio et al., 2014). U P. sativum
byly nalezeny dva izoenzymy DAO (Luhova et al., 2003). Je znamo, ze aktivita DAO je
u hrachu modulovéana svétlem. ZvySuje se u semenacki hrachu péstovanych za tmy
anejvyssi hladina byla zaznamendna v nadzemni ¢asti. Po mechanickém poskozeni
rostlin hrachu dosSlo k nartistu aktivity DAO. Se zvySenou aktivitou DAO dochézi
k vysoké produkci H2O2 a aminoaldehydi, kdy AMADH zde muzZe pusobit jako
detoxikacni enzym (Pettivalsky et al., 2007). U dvou kultivart cizrny (Cicer arietinum)
lisicich se citlivosti vu¢i napadeni nekrotrofni houbou Ascochyta rabiei byla

zaznamenana ruzna exprese DAO. U rezistentniho kultivaru Sultano byla hladina

66



exprese DAO vyssi nez u citlivého kultivaru Calia (Angelini et al., 1993). Dale bylo
prokazano, ze obranna reakce kultivaru Sultano béhem interakce s A. rabiei je silné
naru$ena 2-bromethylaminem, u¢innym, selektivnim inhibitorem DAO (Rea et al.,
2002). V reakci na napadeni je¢mene padlim Blumeria graminis f sp. hordei se zvysila
aktivita DAO a PAO spole¢né s peroxidasami vyuzivajici jako substrat HO, (Cowley
a Walters, 2002). Vysledky experimentalni ¢asti diplomové prace poukazuji na nepfilis
vyznamné zmény v DAO aktivit¢ u obou kultivari vystavenych kratkodobému TS.
Pouze témér dvojnasobné navySeni DAO aktivity bylo detekovano 3.-6. h pfi
dlouhodobém vystaveni teploté 45 °C v kofenové c¢asti u hrachu setého kultivar
Kudrnac¢. V kotenové ¢€asti hrachu seté¢ho kultivar Twinset za stejnych kultivacnich
podminek byla aktivita DAO také zvySena nicméné€ v porovnani s kultivarem Kudrnac
byly zmény mensi. Je zajimavé, Ze vliv TS na zmény aktivity enzymi DAO a AMADH,
které se v naslednych reakcich podileji na degradaci PA, je velmi rozdilny, coz lze
dokumentovat na reakci hrachu setého kultivaru Twinset, kdy po 2 h TS a nasledné
kultivaci pii 25 °C je AMADH aktivita vyznamné zvySena, naopak byl detekovan
pokles DAO aktivity. V ramci navazujici studie bude nutné nalézt pro tuto skute¢nost
vhodné zdivodnéni. Bude nutné ovéfit zmény i na trovni obsahu PA a GABA.

Jednou z otazek polozenych v ramci feSeni diplomové prace bylo, zda pozorované
zvySeni aktivity AMADH souvisi s expresi geni AMADH a néslednym zvySenim
proteinového zastoupeni AMADH nebo se bude jednat o regulaci enzymové aktivity
napf. posttranslacni modifikaci (PTM) struktury enzymu. Pomoci metody Western blot
bylo prokazano, ze ke zvyseni aktivity u kultivaru Twinset po kratkodobém TS
nedochazi v dasledku vétSiho zastoupeni enzymu v rostling. 'V nésledujicich
experimentech bude vhodné potvrdit tyto vysledky jesté na Grovni RNA (metodou RT
PCR). Pii stalém TS byl pozorovan pokles proteinového zastoupeni AMADH u obou
kultivard, a to zejména v kofenové Casti, coz muze souviset s destrukénim efektem
dlouhodobého ptisobeni TS.

Otazkou zUstava, zda a jak mize byt AMADH piipadné DAO aktivita regulovéna.
Izoenzymy hrachové AMADH maji ve struktufe 11-12 cysteini a dle predikénich
programil pro urceni pravdépodobnosti S-nitrosylace byly urceny SH skupiny cysteinu,
které¢ by mohly regovat s NO. Pravdépodobnost S-nitrosylace u DAO je vyrazné¢ mensi
Vv porovnani s AMADH (nepublikované vysledky - bakalaiska prace 2019 Katefina
Vrbova). Moznost regulace aktivity AMADH S-nitrosylaci byla potvrzena v bakalaiské
praci Katefiny Vrbové (2019), kdy bylo zjisténo, ze po aplikaci donoru NO dochazi
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k inhibici AMADH, naopak aktivita DAO neni ovlivnéna. V pfedlozené praci byla
moznost regulace aktivity AMADH v dasledku vystaveni rostlin TS testovana
experimentem s DTT. DTT je silné redukéni c¢inidlo, odstranujici NO =z vazby
s thiolovou skupinou cysteinil v proteinové struktuie. Pro orientacni stanoveni moznosti
regulace AMADH aktivity S-nitrosylaci, byly vybrany rostliny 2 h po zahdjeni
experimentu vystavené kratkodobému (tj. 2h) TS, u kterych byl detekovan pokles
AMADH aktivity. Po pfidavku DTT k extraktim z kofenové i nadzemni ¢asti rostlin
byla u obou kultivari hrachu setého aktivita AMADH vyznamné vyssi. Aplikace DTT
k extraktim pfipravenym z kontrolnich nestresovanych vzorkiu aktivitu AMADH
nezvysila (s vyjimkou kofenu hrachu setého kultivar Kudrnd¢). Pro potvrzeni
predpokladané mozZnosti regulace aktivity AMADH S-nitrosylaci v disledku TS byl
stanoven vliv DTT i v extraktu nadzemni ¢asti hrachu setého kultivar Kudrnaé¢ 4. h po
ukonceni 2h TS, kdy byla zaznamendna snizena aktivita AMADH. V pfipad¢ hrachu
setého kultivar Twinset byla do experimentu vybrana nadzemni ¢ast odebrana 2. h po
aplikaci 2h TS, kdy bylo stanoveno naopak dvojnasobné navyseni aktivity AMADH. Po
aplikaci DTT ke vzorkim kultivaru Kudrna¢ bylo detekovdno zvySeni aktivity
AMADH, coz muze poukazovat na moznost regulace aktivity AMADH S-nitrosylaci,
kterda ale musi byt nasledné potvrzena naptf. metodou biotin-switch detekujici
S-nitrosylované proteiny. Naopak u kultivaru Twinset byl zaznamenan po ptidavku
DTT k extraktim mirny pokles aktivity AMADH. Lze ptedpokladat, Ze u tohoto
kultivaru vlivem TS k S-nitrosylaci AMADH nedochézi. Zvyseni aktivity AMADH
v disledku TS u hrachu setého kultivar Twinset, ktery vykazuje odolnost k patogentim,
bude souviset se schopnosti tohoto kultivaru aktivovat obranné mechanismy, které
mohou byt spojené i s tlohou zvySené koncentrace GABA (produkt AMADH reakce)
v obrannych reakcich rostliny. ProtoZe nebyly detekované zmény na proteinové trovni
AMADH ztstava otazkou, jak je aktivita AMADH u tohoto kultivaru regulovana.
Soucasné by bylo vhodné¢ stanovit produkci ROS a RNS(NO) nejenom v kotfenové ¢asti,
ale i v nadzemni ¢asti rostliny. Pro stanoveni zmén hladin NO v dusledku TS lze vyuzit
NO analyzator. Toto stanoveni nebylo realizovano z ¢asovych diivodu.

Dulezitou roli v reakci na abioticky stres hraji RNS. U riznych rostlinnych druht byl
popsan vliv NO na obranné mechanismy aktivované piisobenim abiotickych stresovych
faktorti (Corpas et al., 2008). NO se podili také na fadé¢ metabolickych a vyvojovych
procest (Lamattina et al., 2003). Jednim z dil¢ich cili této diplomové prace bylo

analyzovat vliv TS na zménu hladiny RNS. V publikaci Corpas et al., (2008) provedli
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studii, kdy v fezech listli hrachu setého po vystaveni TS (1 h pii 30 °C poté 1 h pfi
35 °C a nakonec 38 °C po dobu 4 h) byla pomoci konfokélni laserové skenovaci
mikroskopie (CLSM) studovana zména produkce NO. V porovnani s kontrolnimi
rostlinami byl v cévnich svazcich stresovanych rostlin (hlavni misto produkce
endogenniho NO) zaznamenan pokles NO. U M. sativa, pii vystaveni teploté 37 °C po
dobu 2 h byla detekovana vysoka produkce NO, naopak v listech P. sativum
a semenaccich Chrysanthemum morifolium byla pozorovana nizka produkce NO pii
expozici 38 °C po dobu 4 h (Corpas et al., 2008; Chaki et al., 2011). Pii kratkodobém
pusobeni 45 °C se hladina NO v listech M. sativa a Nicotiana tabacum zvysila (Gould
et al., 2003; Parankusam et al., 2017). V diplomové praci byly zmény v hladin¢ NO
v disledku TS detekovany histochemicky v apikalnich ¢astech postrannich kofend.
Bylo prokazano, ze vlivem TS dochazi v apikalnich ¢astech kofene k intenzivni
produkci NO, kterd byla vyznamné vyssi pii dlouhodobém pisobeni vysoké teploty
(45 °C) v porovnani s pouze 2 h TS. Vyssi intenzitu produkce NO vykazoval citlivy
kultivar hrachu setého Kudrnac.

Pro NO je charakteristickda interakce s thiolovymi skupinami pfitomnymi
Vv proteinovych nebo peptidovych cysteinovych zbytcich za vzniku RSNO (Gaston,
1999; Carver et al., 2005). V soucasné dobé existuje fada dikazi, Ze S-nitrosylace
proteint mize mit dulezitou roli v regulaci aktivity proteind u rostlin (Lindermayr et al.,
2006; Wang et al., 2006). RSNO slouzi jako zasobni a transportni NO v bunkach,
aproto mohou zprosttedkovavat také vzajemny pienos nitroso- skupin, tzv. trans
S-nitrosylace (Wang et al., 2006). S-nitrosylace, PTM zpuisobena NO, ovliviiuje aktivitu
fady antioxida¢nich enzymu, jako je CAT, SOD, peroxiredoxiny (Prx, EC 1.11.1.15)
aenzymi ASH-GSH cyklu za stresovych podminek (Santisree et al.,, 2015).
U P. sativum bylo popsano, Ze S-nitrosylace cytosolické APX, ktera se podili na
regulaci bunééného H202, zvySuje aktivitu APX (Shigeoka et al., 2002). Ortega-
Galisteo et al. (2012) uvadi, ze za pouziti GSNO jako nitrosyla¢niho ¢inidla bylo jako
potencidlni cil S-nitrosylace identifikovano Sest peroxisomalnich enzymi z listl hrachu.
Ctyfi z nich hydroxypyruvatreduktasa, glykolatoxidasa, serin-glyoxylataminotransferasa
a aminotransferasa 1, se ucCastni fotorespirace, coz znamend, ze NO ma vyznam na
regulaci této metabolické drahy (Astier et al., 2012). Dale bylo prokazano, ze
u A. thaliana po napadeni bakterii Pseudomonas syringae pv. tomato podléha PrxIl E
S-nitrosylaci, ktera ma za nasledek inhibici aktivity (Romero-Puertas et al., 2007;

Romero-Puertas et al., 2008). Dalsim enzymem regulovanym NO je NADPH oxidasa.
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U A. thaliana je znamo 10 gentt RBOH, a mezi nimi se nachazi AtRBOHD, ktery fidi
syntézu ROS v reakci na patogeny, jako je P. syringae pv. tomato (Torres et al., 2002).
Yun et al. (2011) provedli studii, podle které zjistili, ze prostfednictvim S-nitrosylace
dochazi k inhibici aktivity NADPH oxidasy, coz znamena, Ze produkce ROS muze byt
kontrolovana NO. Corpas et al. (2008) uvadi, ze celkovy obsah RSNO stanoveny
chemiluminiscen¢ni metodou byl u hrachu setého po vystaveni zvySené teplote (1 h pfi
30 °C poté 1 h pti 35 °C a nakonec 38 °C po dobu 4 h) oproti kontrolnim rostlinam az
trojnasobné zvyseny. V experimentalni c¢asti predlozené diplomové prace byl
Vv nadzemni c¢asti obou kultivari hrachu setého liSici se odolnosti vi¢i patogenim
stanoven obsah RSNO pfi kratkodobé i dlouhodobé expozici 45 °C. Vyznamné
zvySenou produkci RSNO pii kratkodobém 1 stalém TS vykazoval citlivy kultivar
hrachu set¢ho Kudrna€. Zatimco u hrachu setého kultivar Twinset byla zvySend hladina
RSNO pouze v prubéhu prvnich dvou hodin po zahajeni experimentu. Naopak u rostlin
vystavenych po TS zpétné 25 °C byl zaznamenan pokles hladiny. Zmény v produkci
RSNO vV souvislosti se zménami v aktivit¢ AMADH u obou kultivarG poukazuji na
moznost regulace AMADH S-nitrosylaci s moznym dopadem na schopnost aktivovat
obranné mechanismy rostliny. V pfipadé citlivého kultivaru Kudrna¢ detekovana
zvySend hladina RSNO koreluje s prokazanou snizenou aktivitou AMADH, v dtsledku
mozného inhibi¢niho efektu S-nitrosylaci. U odolného kultivaru byla pozorovana
opacna zavislost.

V reakci na stresové faktory dochazi ke zvysené produkci ROS véetné 10z O,
H202 a OHe, které zptisobuji oxidaéni poskozeni (Mittler, 2002). V rostlinnych bunikach
jsou ROS produkovany kontinualné v intracelularnich organelach (mitochondrie,
chloroplasty, peroxisomy) jako vedlejsi produkty riznych metabolickych drah (Apel
a Hirt, 2004). Mezi hlavni ucinky ROS patii peroxidace membranovych lipida
a pigmentt, modifikace membranové permeability a funkci (Hasanuzzaman et al.,
2012). Vysoka koncentrace ROS zptisobuje posSkozeni bunééné struktury (Mittler et al.,
2004). Ukazatelem poskozeni bunéénych membran ROS je malondialdehyd (MDA)
(Hasanuzzaman et al., 2013). U fazole (Phaseolus vulgaris), byl zvyseny obsah H20>
pozorovan pii vystaveni rostliny teplot¢ 46 -48 °C, coz vedlo k peroxidaci
membranovych lipida a ke zvySené produkcei MDA (Nagesh Babu a Devaraj, 2008).
U rostlin cizrny vystavené teploté 40/30 °C (den/noc) se ptiznaky TS objevily v podobé
chloréozy listl, poSkozeni membrany a  ztrdty Zivotaschopnosti  tkani.

K nejintenzivnéjsimu poskozeni rostlin vSak doslo pii teploté 45/35 °C, kdy nejvétsi
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obsah H>O» byl zaznamenan v kultivarech citlivych na teplo (Kumar et al., 2011).
Savicka a Skute (2010) zkoumali vliv dlouhodobého piisobeni vysoké teploty (24 h pii
42 °C) na oxidaéni poskozeni sazenic pSenice S ohledem na zménu v produkci Oz
a obsahu MDA. Nejvétsi zmeéna produkce Oz’ byla zaznamenana v kofenovych castech
ve vSech vyvojovych fazich, naopak koncentrace MDA v kofenech stresovanych
a kontrolnich semenackt se vyznamné neliSila. Inhibice rstu kofenového systému
mize byt spojena se silnym oxida¢nim stresem, o ¢emz svédci vyrazny nartst produkce
kysliku v kofenovych bunikdch (68 %) v ¢asnych fazich vyvoje sazenic a nevyznamny
nartist produkce Oz (6 %) 2 dny po expozici TS v porovnani s kontrolnimi sazenicemi.
Zvyseni produkce Oz bylo také pozorovano v kofenech v pozdnich stadiich vyvoje
a stejny trend byl detekovan 2 dny po expozici TS (6 a 42 %). Produkce Oz po 2 dnech
v pozdnich stadiich byla navic intenzivngj$i nez v ranych fazich vyvoje (79 % a 22 %)
(Savicka a Skute, 2010). V diplomové praci s vyuzitim fluorescenéni sondy H.DCF DA
bylo zjisténo, Ze vlivem TS dochazi v apikalnich ¢astech kotfene k intenzivni produkci
ROS a RNS, ktera byla nejvyssi pti dlouhodobém ptisobeni vysoké teploty (45 °C) a to
zejména 6 h od zah4jeni experimentu. Mezi kultivary hrachu set¢ho Kudrna¢ a Twinset
nebyly pozorovany vyznamné rozdily. Pro stanoveni ROS bude vhodné v navazujicich
experimentech vyuzit histochemickou detekci Oz pomoci nitrotetrazoliové modii
(NBT) a H202 pomoci 3,3’-diaminobenzidinu (DAB).

Tolerance viici TS je spojena se zvySenou aktivitou antioxidacnich enzymi.
V rostlinach P. vulgaris byla pifi vysokém TS pozorovana zvySena aktivita
glutathionreduktasy (GR), peroxidasy (POX) a ASH (Nagesh Babu a Devaraj, 2008).
Chakraborty a Pradhan (2011) u ¢ocky pfi vzristu teploty z 20 °C na 50 °C zaznamenali
zvySeni aktivity CAT, APX a SOD. Teplotné tolerantni kultivary cizrny vykazovaly
vétsi aktivitu APX a GR, coZ pravdépodobné ovliviluje teplotni toleranci dané rostliny
(Kumar et al., 2011). Teplotné tolerantni kultivar psenice C306 vykazoval vyssi aktivitu
SOD, APX, CAT, GR a POX, zatimco u teplotné citlivého kultivaru PBW 343 byl
zaznamenan vyznamny pokles CAT, GR a POX aktivity v reakci na TS (Almeselmani
et al., 2009). Ziskana termotolerance u kultivari pSenice koreluje s vys$si aktivitou
antioxidanti (CAT, SOD, ASH) a s men$im oxida¢nim poskozenim (Sairam et al.,
2000). Jak jiz bylo uvedeno vySe, aktivita fady antioxidacnich enzymi muze byt
regulovana S-nitrosylaci (Santisree et al., 2015). V diplomové praci jsme pozorovali
podobny trend rozdilné odpovedi na TS na urovni zmén aktivity antioxida¢nich enzymu

u kultivarl s rozdilnou odolnosti. V disledku kratkodobého TS jsme zaznamenali
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zvySeni APX aktivity u hrachu setého kultivaru Twinset odolného na fadu patogentl,
naopak snizend APX aktivita byla pozorovdna u citlivého hrachu setého kultivaru
Kudrnac.

S produkci ROS jsou uzce spojeny Hsp, které v obrannych mechanismech rostlin
napomahaji k ziskani tolerance vuci stresu (Suzuki a Mittler, 2006). V dusledku TS
dochdzi k chybnému skladani nové syntetizovanych proteinti a denaturaci existujicich
proteint. Jednotlivé rostlinné druhy a Kultivary v ramci jednoho druhu se v expresi Hsp
lisi (Bita a Gerats, 2013). Hsp jsou exprimovany i za fyziologickych podminek, ale
jejich exprese se zvySuje v reakci na stresové podminky (Robert, 2003). V jedné studii
byla sledovéana interakce mezi Hsp70 a ABA, ktera spousti antioxida¢ni odpovéd’ pfi
vystaveni rostlin kukufice na stres v kombinaci sucha a tepla. Bylo zjisténo, ze po
aplikaci 100 pumol-1* ABA se zvysuje aktivita SOD, APX, GR a CAT, exprese Hsp70
a produkce H»O; za stresovych podminek. Produkce H2O2 indukovana ABA tak zvySuje
syntézu Hsp70 a reguluje aktivitu antioxidac¢nich enzymd, coz vede k eliminaci ROS
(Hu et al., 2010). Chen et al. (2008) analyzovali expresi genti Hsp70 po infekci
a tepelném oSetieni tabaku (Nicotiana benthamiana). Bylo prokazano, Ze exprese Sesti
gend Hsp70 N. benthamiana je indukovana po tepelném oSetfeni a virové infekci, ktera
byla ulinkem vysoké teploty zvysena. ZvysSend produkce Hsp70 byla zaznamenéna
pouze vV nadzemni ¢asti hrachu setého kultivaru Twinset odolného na fadu patogentl.

Dosazené dil¢i vysledky studia vlivu TS na aktivaci obrannych mechanismi u hrachu
set¢ho, realizované na dvou kultivarech liSicich se odolnosti vi¢i patogennim
mikroorganismim, jsou piehledné shrnuty na Obr. 33. Vysledky se tykaji vyhodnoceni
stanovovanych parametr v nadzemni ¢asti rostlin po aplikaci kratkodobého TS. Odolny
kultivar Twinset v reakci na TS aktivuje produkci Hsp, aktivuje APX (antioxidacni
systém), produkci GABA (aktivitu AMADH). Na Obr. 18 jsou kurzivou uvedeny
experimenty, které by bylo vhodné realizovat pro potvrzeni lohy AMADH a jeji

regulace v reakci hrachu setého na TS.
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Obr. 33 Schéma znazornujici vysledné parametry v nadzemni ¢asti dvou kultivard hrachu setého
(Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset) ziskané v ramci studia kratkodobého
teplotniho stresu. Cervené &ary znaGi inhibici, zelené &ary zna¢i aktivaci. AMADH
aminoaldehyddehydrogenasa, APX askorbatperoxidasa, GABA kyselina y-aminomaselna, Hsp
heat shock proteiny.
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6 ZAVER

V teoretické Casti predlozené diplomové prace byla vypracovana literarni reserse, kde
byla popsana uloha reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) a heat shock
proteini (Hsp) pfi abiotickém stresu se zaméfenim na teplotni stres (TS). Byl uveden
vliv NO vreakci na TS se zaméfenim na regulaci aktivity proteinii posttranslacni
modifikaci S-nitrosylaci. Dale byly shrnuty poznatky tykajici se tlohy polyamina
v reakci na abioticky stres. Hlavni Cast prace byla vénovana charakterizaci enzymi
aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) a aminoxidas (polyaminoxidasy (PAO)
a diaminoxidasy (DAO)) podilejicich se na katabolismu polyamind.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl u dvou kultivari hrachu setého
(P. sativum cv. Kudma¢ a P. sativum cv. Twinset) srozdilnou odolnosti vuéi
patogenim studovan vliv kratkodobého a dlouhodobého zvyseni teploty 45 °C na
aktivitu dvou enzymit AMADH a DAO klicovych pro degradaci polyamint. Za
pfedpokladu mozné regulace aktivity AMADH S-nitrosylaci byla stanovena hladina
S-nitrosothiolli (RSNO). Dale byl sledovan vliv TS na aktivitu askorbatperoxidasy
(APX) nezbytné pro eliminaci ROS za stresovych podminek.

Z dosazenych vysledki 1ze vyvodit nasledujici dil¢i zavéry:

1. Dlouhodobé vystaveni teploté€ 45 °C zpusobilo intenzivni nartst hladiny RNS
i ROS, coz vede k nitrosa¢nimu a oxida¢nimu stresu.

2. Po vystaveni rostlin kratkodobému TS (2 h) byly zmény v produkci RNS
i ROS vyznamné nizs§i v porovnani s dlouhodobym TS. Vyssi produkci NO
vykazoval hrach sety kultivar Kudrnag.

3. Teplotni stres zplsobil v nadzemni c¢asti rostlin nartst hladiny RSNO.
V reakci na kratkodoby stres byla u hrachu setého kultivaru Kudrnéac
detekovéana nasledné (po ukonceni teplotniho stresu) zvySena hladina RSNO,
naopak u kultivaru Twinset byl zaznamenan pokles hladiny RSNO.

4. Vramci obranné reakce na kratkodoby TS doslo k vyznamnénu nartstu
aktivity AMADH vV kofenové a nadzemni c¢asti hrachu setého kultivaru
Twinset, coz koresponduje sniz§i hladinou RSNO aniz§i produkei NO.
Naopak u kultivaru Kudrna¢ byla aktivita AMADH nizsi, coz je opét
v souladu s vyssi produkci NO a vysokou hladinou RSNO.
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5. Pii kratkodobém plisobeni zvySené teploty 45 °C nebyly detekovany zmény
Vv hladiné AMADH na proteinové Grovni. V piipadé stdlého vystaveni rostlin
teplot¢ 45 °C byl u obou kultivari zaznamenan pokles hladiny proteina
AMADH.

6. Experiment s dithiothreitolem (DTT), 2. pfipadn¢ 4. h po ukonceni
kratkodobého TS, poukazuje na regulaci aktivity AMADH S-nitrosylaci
(pouze u hrachu seté¢ho kultivar Kudrna¢ po aplikaci DTT byl detekovan
narust aktivity AMADH).

7. Zmény v DAO aktivité v disledku TS byly pozorovany v kotfenové Casti, a to
zejména u hrachu setého kultivar Kudrnd¢ u stalého TS. V navazujicich
experimentech by bylo vhodné nalézt souvislosti mezi zménou DAO aktivity,
hladinou PAO, ROS produkei a lipidickou peroxidaci.

8. Zvyseni aktivity APX a produkce Hsp byly detekované pouze u hrachu setého

kultivaru Twinset.
Zobeciiujici zavery piedlozené prace lze shrnout do dvou bodu:

1. U hrachu setého kultivar Twinset (zvySend odolnost na patogeny) na rozdil od
kultivaru Kudrna¢ (citlivy kultivar) v reakci na kratkodoby TS (2h pti 45°C)
byla zaznamenédna aktivace obrannych mechanismu, tj zvySena aktivita APX,

produkce Hsp, zvySena aktivita AMADH vedouci k produkci GABA.

2. Vysledky experimentti s DTT a korelace detekované hladiny RSNO se zmé&nami
v aktivitaich AMADH v disledku kratkodobého TS poukazuji na mozZnost
regulace aktivity AMADH S-nitrosylaci. Toto tvrzeni je nutné nasledné dale

prokazat napf. metodou biotin-switch.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA/BIS
ABA
ABAL
ABALDH
ADC
AHA

AlH
ALDH
ALMT
AMADH
AO

AP

APAL
APBAL
APS

APT

APX
ASH
ASH-GSH
ATAO1
AtCuAO1
AtRBOHD
BADH
BCIP
BSA

Cad

CaM
CAPX

akrylamid- N,N'-methylenbisakrylamid
Kyselina abscisova

4-aminobutanal
4-aminobutyraldehyddehydrogenasa
arginindekarboxylasa

kysely, hydrofobni, aromaticky
agmatiniminohydrolasa
aldehyddehydrogenasa

hlinikem aktivovany malétovy transportér
aminoaldehyddehydrogenasa
aminoxidasa

alkalicky fosfatasovy pufr
3-aminopropionaldehyd
1-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal
persiran amonny
aminopropyltransferasa
askorbatperoxidasa

askorbat

askorbat-glutathionovy cyklus
aminoxidasa u Arabidopsis thaliana
diaminoxidasa u Arabidopsis thaliana
NADPH oxidasa u Arabidopsis thaliana
betainaldehyddehydrogenasa
5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat

hovézi sérovy albumin

kadaverin

kalmodulin

cytosolova forma askorbatperoxidasy
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CAT
CDPK
CPA
CPR
CuAO
cv.
Cys-NO
DAB
DAF-FM

DAF-FM DA

DAO
DAP
DCF
DHA
DHAR
DREB2A

DRIP1/2
dSAM
DTT
eNOS
ETC
GABA
GAD
GBALDH
gmAPX
GPX

GR

GSH

katalasa

Ca?*-dependentni proteinkinasa
N-karbamoylputrescinamidohydrolasa
Cytoplasmic Protein Response

aminoxidasy obsahujici meéd’

kultivar

S-nitrosocystein

3,3’-diaminobenzidin
4-amino-5-methylamino-2’,7 -difluorofluorescein

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

diaminoxidasa
1,3-diaminopropan
2,7-dichlorofluorescein
dehydroaskorbat
dehydroaskorbatreduktasa

dehydratacni responsivni element vazajici protein
2a

DREB2A interak¢ni protein
dekarboxylovany S-adenosylmethionin
dithiothreitol

endotelialni NO syntasa

elektronovy transportni fetézec
kyselina y-aminomaselna
glutamatdekarboxylasa
guanidinobutyraldehyddehydrogenasa
glyoxysomadlni askorbatperoxidasa
guajakolperoxidasa
glutathionreduktasa

glutathion
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GSHPX glutathionperoxidasa

GSNHOH N-hydroxysulfinamid

GSNO S-nitrosoglutathion

GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa

GSO2H kyselina sulfinova

GSSG oxidovany glutathion

GST glutathion-S-transferasa

H.DCF DA 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat

H2DCF 2,7-dichlorodihydrofluorescein

H20> peroxid vodiku

HA hydroxylamin

HMGSH S-hydroxymethylglutathion

HSE heat shock element

Hsf heat shock faktor

Hsp heat shock protein

INOS inducibilni NO syntasa

JA kyselina jasmonova

kDA kilodalton

MAPK mitogenem aktivovana proteinkinasa

MAT S-adenosylmethioninsynthetasa nebo
methioninadenosyltransferasa

MBF1C multiproteinovy bridging faktor 1c

MDA malondialdehyd

MDHA monodehydroaskorbat

MDHAR monodehydroaskorbatreduktasa

mitAPX mitochondrialni askorbatperoxidasa

NBT nitrotetrazoliova modf

NC nitrocelulosova membrana

NED N-(naftylethylen)diamin

NH.OH hydroxylamin
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NHs3
Ni-NOR
nNOS
NO
NO*
-NO2
NOA1
NOO
NOS
Nox
NR
nsHbs
10,
Oz
OoDC
OH-
ONOO
OXO
PA
PAO
PGA
PP2C
Prx

PSAMADH1

PSAMADH?2

PSbMV
PSI/II
PTM

amoniak

nitrit-NO oxidoreduktasa
neuronalni NO syntasa

oxid dusnaty

nenabity radikal oxidu dusnatého
nitroso-skupina
NO-ASSOCIATED 1 protein
dusitanovy anion

NO syntasa

vyssi oxidy dusiku
nitratreduktasa
nesymbiotické hemoglobiny
singletovy kyslik
superoxidovy radikal
ornithindekarboxylasa
hydroxylovy radikal
peroxydusitan
oxalatoxidasa

polyaminy
polyaminoxidasa
3-fosfoglycerat
proteinfosfatasa 2 Cs

peroxiredoxin

isoforma aminoaldehyddehydrogenasy Pisum

sativum

isoforma aminoaldehyddehydrogenasy Pisum

sativum
Pea Seed-borne Mosaic Virus
fotosystem I/11

posttransla¢ni modifikace
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Put
PVDF
PVPP
RBOH
RNS
ROO’
ROS
RSNO
RUBISCO
RuBP
SA
SAM
SAMDC
SAPX
SDS
SHsp
SOD
Spd
SPDS
Spm
SPMS
tAPX
TBS
TBST
TEMED
TMABALDH
Trx
TrxR

TS

putrescin

polyvinylidenfluoridovd membrana
poly(vinylpolypyrrolidon)

Respiratory Burst Oxidase Homologues
reaktivni formy dusiku

peroxylovy radikal

reaktivni formy kysliku

S-nitrosothioly
ribulosa-bisofosfatkarboxylasa/oxygenasa
ribulosa-1,5-bisfosfat

kyselina salycilova

S-adenosylmethionin
S-adenosylmethionindekarboxylasa
askorbatperoxidasa ve stroma chloroplasti
dodecylsiran sodny

nizkomolekularni heat shock proteiny
superoxiddismutasa

spermidin

spermidinsyntasa

spermin

sperminsyntasa

thylakoidni askorbatperoxidasa
fyziologicky roztok pufrovany Tris
Tween-20 v TBS
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasa
thioredoxin

thioredoxinreduktasa

teplotni stres
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tSpm thermospermin

TSPMS thermosperminsyntasa

UPR Unfolded Protein Response

UPS ubikvitin-26 S proteasomovy systém
viv objem na objem

wiv hmotnost na objem

XOR xanthinoxidoreduktasa
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