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1. Abstrakt

Oxidacni stres je zplsoben nadmérnou produkci a akumulaci ROS (reaktivnich forem kysliku) a
je ¢astym divodem bunééného poskozeni za nepftiznivych environmentalnich podminek, napf. za
sucha, chladu, zasoleni. Ve své praci jsem vyuZila specifického pUsobeni herbicidd MV (methyl
viologen) a 3-AT (3-aminotriazol) k pfimé indukci oxidacniho stresu u rostlin tabdku (Nicotiana
tabacum cv. Xanthi). Mira oxidacniho poskozeni byla sledovana na Urovni DNA pomoci kometového
testu, déle na peroxidaci lipid(, hladiné karbonylovanych proteinli a modifikaci aktivit antioxidacnich
enzym( CAT (kataldzy) a APX (askorbatperoxidazy). Konfokalni fluorescencni mikroskopie
zdokumentovala zménu redoxniho stavu bunék po aplikaci herbicid(l a pti vyssich koncentracich byl
pozorovany signal specificky lokalizovdan do peroxizom(. PouZité herbicidy plsobily v
radové odlisnych koncentracich, MV v uM a 3-AT v mM a oba zpUsobily vyrazné poskozeni jaderné
DNA. Jako dalsi prlikazny marker oxidacniho stresu po aplikaci MV se ukazala byt karbonylace
proteind. Inhibice antioxidacnich enzymd CAT a APX byla oproti 3-AT méné vyrazna. Klesajici stabilita
membran se ukazala byt univerzalnim markerem oxidacniho poskozeni pro oba herbicidy, zatimco
peroxidace lipidd byla nepriikazna. MV a 3-AT maji rozdilné mddy ucinku, a kazdy pUsobi na bunécéné

komponenty ponékud odlisné.

Klicova slova: reaktivni formy kysliku, oxidacni poskozeni, herbicidy, kometovy test, peroxidace

lipid{, antioxidacni enzymy, karboxy-DCFDA



Abstract

Oxidative stress is caused by overproduction and overaccumulation of ROS (reactive oxygen
species). This state is responsible for cellular damage during unfavorable environmental conditions
such as drought, low temperatures, salinity. In order to directly study oxidative stress at tobacco
plants (Nicotiana tabacum cv. Xanthi) | used specific herbicides, MV (methyl viologen) and 3-AT (3-
aminotriazole). There were several markers used for monitoring oxidative damage to cellular
components: DNA damage detected by a comet assay, lipid peroxidation, carbonylated proteins and
modification of activities of antioxidant enzymes CAT (catalase) and APX (ascorbate peroxidase).
Fluorescent microscopy documented changes in a redox state of tobacco cells and a specific signal
for peroxisomes was observed after treatment with higher concentrations of MV and 3-AT.
Application of both herbicides caused significant DNA damage, while they worked in a different
concentrations, MV in uM and 3-AT in mM. Another convincing oxidative stress marker for MV was
protein carbonylation. The inhibition of antioxidant enzymes CAT and APX was less significant when
compared to the effects of 3-AT. Decreasing membrane stability proved to be an universal oxidative
stress marker for both herbicides. On the other hand, lipid peroxidation was inconclusive. Herbicides
MV and 3- AT have different modes of action and each of them caused an oxidative stress with

distinct effects on cellular components.

Key words: reactive oxygen species, oxidative damage, herbicides, comet assay, lipid peroxidation,

antioxidative enzymes, carboxy-DCFDA
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3. Seznam pouzitych zkratek

2-Cys Prx (2-cysteine peroxiredoxin) 2-cystein peroxiredoxin

3-AT (3-amino-1,2,4-triazole) 3-amino-1,2,4-triazol

APX (ascorbate peroxidase) askorbatperoxidaza

ASC (ascorbate) askorbat

BSA (bovine serum albumin) hovézi sérovy albumin

CAT (catalase) katalaza

DCF (dichlorofluorescein) dichlorofluorescein

DHA (dehydroascorbate) dehydroaskorbat; oxidovana forma askorbatu

DHAR (dehydroascorbate reductase) dehydroaskorbatreduktaza

dH,O0 (deionized water) deionizovana voda

DNPH (dinitrophenylhydrazin) dinitrofenylhydrazin

EtBr (ethidium bromide) ethidium bromid

EPR spectroscopy (electron paramagnetic resonance) elektronova paramagneticka rezonance
ETC (electron transport chain) elektrontransportni retézec

GR (glutathione reductase) glutathionreduktaza

GRX (glutathione peroxidase) glutathionperoxidaza

GSH/GSSH (reduced glutathione/ oxidized glutathione) redukovany/oxidovany glutathion
karboxy-DCFDA (5-(-6)-carboxy-2‘,7‘-dichlorofluorescein diacetate) 5-(-6)-karboxy-2‘,7‘-dichlorofluorescein
diacetat

LMPA (low melting point agarose) LMPA agardza tajici pfi nizké teploté

MDA (malondialdehyde) malondialdehyd

MDHAR (monodehydroascorbate reductase) monodehydroaskorbatreduktaza
MK mastné kyseliny

MV (methyl viologen) methyl viologen

NBT (nitroblue tetrazolium) nitrotetrazoliova modr

NMPA (normal melting point agarose) NMPA agardza tajici pfi normalni teploté
PAR (photosynthetically active radiance) fotosynsteticky aktivni zafeni

PBS (phosphate buffered saline) pufrovany fyziologicky roztok

PSI (photosystem 1) fotosystém |

PSII (photosystem Il) fotosystém I

ROS (reactive oxygen species) reaktivni formy kysliku

RNS (reactive nitrogen species) reaktivni formy dusiku

RWC (relative water content) relativni obsah vody

SCGE (single cell gel electrophoresis) gelova elektroforéza jednotlivych bunék
SD (standard deviation) smérodatna odchylka

SOD (superoxid dismutase) superoxiddismutaza

TBA (thiobarbituric acid) kyselina thiobarbiturova



TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) latky reagujici s kyselinou barbiturovou
TCA (trichloracetic acid) kyselina trichloroctova

TM (tail moment) = tail length x tail DNA (%) / 100 %



4. Uvod

Oxidacni stres je termin spojeny s Zivotem ZivocCich(, rostlin i prokaryot a muiZe mit vice
vyznaml. Z Cisté chemického hlediska se jednad o situaci, pfi které se elektrony v dlsledku
nepfiznivych/neoptimalnich podminek dostanou na atomy/slouceniny, které se tak stavaji reaktivni.
Typickym projevem je proto redoxni nerovnovdaha a za takovych podminek muZe dochazet
k chemickému oxidacnimu poskozeni rlznych bunécnych komponent. Pojem oxidacni stres je
projevem pulsobeni mnoha stresovych faktor(l napf. zasoleni, sucho, atd., poskozuje buriku. Mimoto
ROS spousti signalizacni drahy a obranné reakce.

Reaktivni formy kysliku (ROS) predstavuji skupinu latek, které jsou s oxidaénim stresem
neodmyslitelné spjaty. Jedna se o molekuly obsahujici jeden ¢i vice aktivovanych atomu kysliku, ale
nemusi se jednat nezbytné o radikdly. Volné radikaly jsou samostatné se vyskytujici chemické latky,
které maji neparovy elektron. Nékteré z nich vibec neobsahuji kyslikovy atom, napf. prechodné
kovy. Obé tyto skupiny zpUsobuji oxidacni stres oxidaci bunécnych struktur. ROS poskozuji vSsechny
biopolymery vyskytujici se v rostlinnych bunkach od DNA pres lipidy po proteiny. Plvodné byly
povazovany pouze za toxické vedlejSi produkty aerobniho metabolismu s vyhradné negativnim
dopadem na bunécnou fyziologii. V souc¢asnosti je zndmo, Ze v organismech hraji roli pfi fadé procesu
a rfadi se mezi dalezité signalni molekuly. Mohou aktivovat kationtové kandly vyskytujici se
v plasmatické membrané spolu s annexiny a spoustét signalizaci pomoci Ca®* & K* iontd. V kone¢ném
dlisledku muze dojit k ovlivnéni transkripcénich faktord a genové exprese. ROS jsou pfirozené
produkovany v chloroplastech, peroxizomech a mitochondriich pti reakcich zahrnujicich transport
elektron(, ale mohou byt také syntetizovany NADPH oxidazami ¢i peroxiddazami. Mezi nejzakladnéjsi
Ffadime O, (singletovy kyslik), O,” (superoxidovy anion), H,0, (peroxid vodiku) a OH" (hydroxylovy
radikal), ktery je z této skupiny nejreaktivnéjsi a z bunécéného hlediska tudiz nejnebezpecnéjsi.

Oxidacni stres, nejen v rostlinnych bunkach, predstavuje komplexni chemicky a fyziologicky
fenomén. Ten odrdzi nerovnovahu mezi produkci ROS a schopnosti buriky tyto molekuly likvidovat,
dfive nez dojde k poskozeni bunéénych komponent. Jeho ucinky se projevi i v situaci, pokud burka
neni schopna jiz vzniklé defekty opravit. Oxidani stres doprovazi v podstaté veskeré typy biotickych
a abiotickych stres(, se kterymi se rostlina béhem svého Zivota setka, a miZeme ho radit mezi
exogenni faktory. Mezi né patfi napt. i sucho, nadmérné ozareni, extrémni teploty, zaplaveni a s nim
spojena anoxie, zasoleni pldy ¢i plsobeni patogend spolu s herbivory. Pfi¢iny endogenniho
charakteru jsou nejcastéji spojeny s nefunkénosti antioxidacniho systému, a to jednak jeho
enzymatickymi ¢astmi predstavovanymi predevsim SOD (superoxiddismutazou), CAT (kataldzou) a
APX (askorbatperoxidazou), tak i snizenou hladinou samotnych antioxidantl. Mezi nejhojnéji
zastoupené antioxidanty fadime askorbat (ASC), glutathion (GSH) a tokoferol. Vysledné dopady

oxidacniho stresu na buriku mohou byt rGzné a zavisi na stafi a druhu rostliny, typu ovlivnéného
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pletiva, ale i na podnétu, ktery jej vyvolal, jeho intenzité a délce. Mezi typické projevy na Urovni
bunécnych biopolymeri radime oxidaci DNA a peroxidaci lipidd vedouci ke vzniku chemicky odlisnych
molekul. Nékteré z nich mohou slouZit i jako markery oxidacniho stresu. Dale dochazi k oxidaci
protein(l, jejiz uroven se nejCastéji urCuje na zakladé obsahu jejich karbonylovych skupin. Takto
oxida¢né modifikované bunécné slozky pak nemohou zajistovat svou fyziologickou funkci.

Pro studium této oblasti existuje nékolik pristupl. Rostliny ¢i jejich jednotlivé ¢asti mizeme
vystavit vybranému druhu biotického ¢i abiotického stresoru a sledovat mj. oxidaéni poskozeni. Dalsi
metodu predstavuje aplikace herbicidl, které svym typickym Ucinkem na rostlinnou fyziologii
zpUsobuji zvySenou produkci specifickych ROS. Nasledné je mozno detekovat pfimo miru oxida¢niho
poskozeni spojenou s aplikaci téchto latek.

Oxidacni stres predstavuje Sirokou problematiku v rdmci biologie organism{ a nejen v pfipadé
rostlin ma jeji studium velky potencidl do budoucna. Porozuméni vzniku ROS a jejich rozmanitych
interakci v rdmci buriky mizZe smérovat aZ k vytvoreni rostlin rezistentnich k vybranym abiotickym a
biotickym stresim. Dalsi moznosti je bioinzenyrsky pristup modifikujici aktivitu antioxidacnich
enzymU spolu s modifikaci mechanismud pro vnimani ROS a naslednym prenosem informace v ramci
komplexni bunééné signalizacni sité. Cilem mé prace je porovnani Ucinkd herbicidd, lisicich se typem
ROS, jehoZz akumulaci indukuji, oxida¢niho poskozeni jednotlivych bunéénych biopolymer( a

zhodnotit jejich vliv na celkovou fyziologii rostlinné buriky.

Hypotézy

1. Specifické herbicidy MV a 3-AT budou u rostlinného materialu zptisobovat oxidacni poskozeni,
které se projevi na raznych bunécnych komponentach — DNA, proteinech, lipidech a dalSich
funkénich €astech bunky jako jsou membrany a antioxida¢ni enzymy.

2. Vzhledem k médu ucinku pouzitych herbicidli bude mezi nimi mozné odlisit projevy oxidacniho
stresu.

3. Fluorescencni mikroskopii bude mozné vizualizovat vznikajici ROS a specificky je lokalizovat do

urcitych organel — chloroplastt u MV.
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Cile prace

Chemicky navodit detekovatelny oxidacni stres v rostlinnych bunkach vybranymi herbicidy —
metylviologenem (MV) a 3-aminotriazolem (3-AT), které zpUsobuji produkci specifickych ROS.
Urcit miru oxidacniho poskozeni DNA v rostlinném jadre pomoci kometového testu a na jeho
zakladé sestavit koncentracéni fady pro jednotlivé herbicidy k dalSim experimentim.

Stanovit a porovnat oxidacni poskozeni dalSich bunécnych komponent — protein( a lipid( spolu
s poskozenim bunéénych membran. Uréit rozdily v citlivosti vybranych bunéénych komponent
k ataku ROS po plsobeni obou herbicid(.

Ovéfit zapojeni antioxidacnich enzymu pfi stresovych reakcich.

Pomoci konfokalniho mikroskopu sledovat produkci ROS v rostlinnych pletivech a ovérit

specificitu fluorescencniho barveni pro jednotlivé ROS.
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6. Prehled literatury
6.1. Oxidacni stres

VSechny environmentalni a biotické stresy spousti obecnou signalni odpovéd’ vedouci skrze
nadprodukci ROS (reaktivni formy kysliku) k naslednému oxida¢nimu stresu, ktery muiZe poskodit
jednotlivé bunécné komponenty a zplsobovat jejich nefunkénost. Projevy oxidacniho stresu v ramci
bunky jsou tedy zplisobeny nadprodukci a akumulaci molekul obsahujicich aktivovany atom kysliku a
které jsou souhrnné nazyvany ROS. Jejich vznik je zaroven zakladni sloZkou stresové signalizace a
imunitni odpovédi potfebné k obrané a adaptaci. Nicméné mnoho vyvojovych procest zahrnuje
signalizaci pomoci ROS, které jsou pro tyto ucely tvoreny v nizsi koncentraci. Z tohoto pohledu Ize
oxidacni stres definovat jako stav, kdy ROS ovliviiuji a zpUsobuji vyrazné zmény v celkovém redoxnim
stavu buriky a maji tak vyznamny dopad na metabolické procesy uplatiujici se béhem rostlinného
rastu (Noctor et al., 2014).

Kyslik je plynny prvek tvofici druhou hlavni sloZzku zemské atmosféry, kde se majoritné
vyskytuje ve stavu O,, oznacovaném jako tripletovy kyslik. V této podobé ma dva neparové elektrony,
a protoZe existuje jako volna molekula, jednd se o volny biradikal. Oba nepdrové elektrony maji
stejné spinové Cislo neboli ,paralelni spin“, coZ limituje potencialni cile pro O,, nebot vétsina molekul
neobsahuje 2 elektrony s antiparalelnim spinem. Popsana situace se oznacuje jako spinova resktrikce
a vyrazné snizuje reaktivitu molekuldrniho kysliku, ktery ve svém tripletovém stavu neni chemicky
aktivni a neni tedy pro aerobni organismy toxicky. Pokud O, pfijme energii, dojde k odstranéni
spinové restrikce a zvySeni jeho reaktivity. Tato energie mlZe pochazet z mnoha chemickych a
biochemickych reakci, ultrafialového ¢i ionizujiciho zareni atd. V burice molekularni O, mize zejména
pfijmout elektron z ETC a dojde k neuplné redukci. Pfijetim az 4 elektronl je redukovan na vodu.
Mezi zakladni ROS, které nachadzime v biologickych systémech, fadime singletovy kyslik O,
superoxidovy radikal O,~, peroxid vodiku H,0, a hydroxylovy radikdl OH". Ty se spolu s vybranymi RNS
(reaktivnimi formami dusiku) jako napf. oxid dusnaty (NO’) nebo peroxodusitan (ONOO’) (Obr. 1.)

zédsadnim zpUsobem podileji na indukci oxida¢niho stresu (Demidchik, 2014).

O, A0, O:” H-0O.

triplet oxygen singlet oxygen superoxide ann hydrogen peroxide
‘OH NO ONOO
HG R RO

(nitrogen monocxide)

Obr. 1. Lewisovo zobrazeni zakladnich ROS, které se spolu s RNS podileji na indukci oxida¢niho stresu. Prevzato
z (Demidchik, 2014).
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6.1.1. Reaktivni formy kysliku

6.1.1.1. Superoxidovy radikal O,

Tripletovy kyslik O, muZe pfijit o spinovou restrikci po pfijmu jediného elektronu za vzniku
superoxidového radikalu O,”. Dochazi k tomu bud' diky Uniku elektron( z ETC (Obr. 2.) anebo ¢innosti
NADPH oxidazy vazané na plasmatickou membranu (Dagmara et al., 2015). O, mlZe omezené
prochazet biologickou plasmatickou membranou, ale ne dCistou lipidovou dvojvrstvou (Mao &
Poznansky, 1992). Pfedpoklada se, Ze pfi vysokych ozarenostech dochazi k produkci ROS, které
prispivaji nebo se pfimo podili na procesech fotoinhibice, které ve vysledku vedou ke snizeni
ucinnosti fotochemickych reakci v ramci fotosyntézy.

V chloroplastech je moiné zpUsobit na svétle kontinualni produkci superoxidu ucinkem
methylviologenu (MV) neboli paraquatu, systematicky nazev N, N'-dimethyl-4,4'-bipyridinium
dichlorid (Babb et al., 1989) a proto tento herbicid muze byt specificky pouZit k indukci oxida¢niho
stresu. MV je akceptorem elektrond z PSI, vznikd jeho radikdl. Ten podléhd v pfitomnosti kysliku
autooxidaci za vzniku superoxidového radikalu. Ve studii, kterou provedli Krieger-Liszkay et al. (2011)
bylo vyuZito jeho Gc¢ink( na thylakoidni membrany rostlin tabaku (Nicotiana tabacum var. petit
Havana). Po 5 min na bilém svétle 500 pmol (PAR) m™s™ v p¥itomnosti 100 uM MV byla specificka
produkce superoxidu ovéfena pomoci EPR spektroskopie, kterd se vyuZiva pro detekci radikalovych
meziproduktl chemickych reakci. Dale byl potvrzen negativni Ucinek na PSIl (fotosystém Il) a PSI
(fotosystém ). Data ukazala, Ze konkrétné produkce kysliku v ramci PSIl byla po oSetfeni MV
narusena vyraznéji nez funkce PSI. Vznik superoxidu ve fotosynteticky aktivnich chloroplastech list(
rostlin Arabidopsis thaliana pozorovali Scarpeci et al., (2008). Dva tydny staré rostliny byly osetfeny
50 M MV a po dobu 0-6 hod ponechany na svétle 120 umol m™s™. Zvysujici se produkce superoxidu

byla ovéfena znacenim nitrotetrazoliovou modii (NBT).

O - pofential sites of “efectron leakage” and
Superoxide production

Obr. 2. Hypoteticka mista uUniku elektront v rdmci PSI a PSII, které reakci s O, davaji vznik superoxidu. Pfevzato
a upraveno dle (Demidchik, 2014).

14



6.1.1.2. Singletovy kyslik 0%,

Negativni G¢inky aktivovaného kysliku v burikach jsou v prvé radé zplsobeny O,~, H,0,, OH" a
singletovym kyslikem O%. Singletovy kyslik je molekulou neradikilové povahy a v bufikich je
primarné produkovan v odpovéd na fotooxidacni stres a poranéni. Vznika po pohlceni mnozstvi
energie vétsiho, nez mizZe byt zpracovano ve fotosystémech. Chlorofyl v zakladnim singletovém stavu
je excitovan do vyssiho singletového stavu, diky spin-orbitalni interakci mezisystémovou konverzi
muZe zrelaxovat do tripletového stavu. Ten mlzZe snadno reagovat s tripletovym kyslikem za vzniku
velice reaktivniho 0%,. Jeho cytotoxické ucinky se mohou konkrétné projevit pfi oxidaci nenasycenych
mastnych kyselin (MK) v plastidové membrané, napf. kyseliny linolenové (op den Camp et al., 2003).

0%, je spolu s dal$imi ROS produkovan dismutaci O, a redoxni reakci (1) (Asada & Kanematsu, 1976).

(1) 20,” + 2H+ = H,0, + O,

Oproti tomu signalni role O', se ukdazala pfi aktivaci specifickych stresovych reakci u flu
mutantl Arabidopsis, které v plastidech za tmy akumuluji prekurzor chlorofylu protochlorofylid. Po
presunu rostlin ze tmy na svétlo (80-100 umol m™s™) doslo v plastidech b&hem prvnich par minut
k vyrazné produkci O, co? se oproti WT rostlindm projevilo vznikem nekrotickych 1ézi na listech a
celkové inhibici rastu. Po 15 min doslo k aktivaci skupiny gend, které se liSily od téch, které jsou
aktivovany 0,7/ H,0,. Konkrétné se jednalo o drought-induced-like protein (DIL) a c2h2 transkrip¢ni
faktor s motivem zinkového prstu (ZP). Nicméné pii vys$$im ozafeni 600 umol m™s™se selektivita

aktivace téchto gen( ztratila (op den Camp et al., 2003).

6.1.1.3. Peroxid vodiku H,0,

Peroxid vodiku je jednou z nejintenzivnéji studovanych molekul nejen ve spojitosti s oxidacnim
stresem, coz souvisi s prehodnocenim pulvodni predstavy o vyluéné negativnich uGcincich ROS. Mimo
jeho roli v reakcich rostlin na vnéjsi prostfedi je povazovan za dlleZitou signalni molekulu pfi celkové
regulaci metabolismu. Jeho pfirozend akumulace je pfisné hlidana antioxidacnim systémem a
schopnost bunky citlivé reagovat na zmény jeho hladiny je zakladni soucasti stresové odpovédi (Jing
et al., 2015). V bunkach vznikd nejcastéji dismutaci O,”, dale v metabolismu ucinkem oxidaz jako
NADPH oxidaza, glykolatoxiddza, oxaldtoxiddza, xanthinoxiddza, peroxiddzy, aminoxiddza a pfi R-
oxidaci mastnych kyselin. Oproti jinym ROS pronika efektivnéji skrze bunééné membrany, protoze
neni radikalové povahy (Asada & Kanematsu, 1976; Asada K., 1992). Navic bylo zjisténo, Ze nékteré
tfidy aquaporin(, konkrétné ZmPIP2;5 z kukufice (Zea mays), usnadnuje jeho difuzi pfes membranu

(Bienert et al., 2014).
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Dynamika produkce H,0, oproti jinym ROS se muze liSit v ndvaznosti na konkrétni stresor i
pouzity rostlinny druh. U rostlin A. thaliana starych 2 tydny oSetfenych 50 uM MV po dobu 0-6 hod
na svétle (120 umol m™s™) nebyla v listech pozorovana akumulace H,0,, oproti tomu za stejnych

podminek doslo k navysujici se produkci superoxidu (Scarpeci et al., 2008).

6.1.1.3.1. Ochranné ucinky H,0,
H,0, v urcitych nizsich koncentracich mize fungovat i jako pfima ochrana proti oxidaénimu

poskozeni. V pfipadé vysokého ozateni (500 umol m?s™ po 24h; 14h svétlo/10h tma) kontrolnich
rostlin tabaku (N. tabacum cv. Petit Havana) nebo jejich oSetfeni 10 mM aminotriazolem (AT) u nich
doslo k vyraznému zvyseni peroxidace lipidd a navyseni aktivity antioxidacnich enzym CAT a APX.
Nicméné u rostlin, které byly predem osetfeny postfikem 5 mM H,0, byla peroxidace lipidd omezena
a aktivita CAT spolu s APX zvySena vice. Aplikace H,0, zde méla ochranny efekt vyraznéjsi aktivaci
antioxida¢niho systému (Gechev et al., 2002). Vysoké koncentrace H,0, vsak mély opacny efekt a
zvySovaly oxidacni stres. U rajCete (Lycopersicum esculentum Mill.) vedlo ponoreni korent do roztoku
1 mM H,0, na dobu 1h k aklimaci pfed nadchazejicim chladovym stresem (3 °C na 16h). Takto
oSetrfené rostliny vykazovaly oproti kontrole vyssi relativni obsah vody (RWC), zvySenou stabilitu

membran a H,0, pomohl také v udrZeni vyssiho obsahu antokyana v listech (lseri et al., 2013).

6.1.2. Molekularni a bunécné poskozeni

6.1.2.1. Lipidy, MK a membrany

Oxidacni stres v ramci bunék primarné negativné ovliviiuje fungovani biologickych membran.
Z chemického hlediska jde nejcastéji o oxidacni modifikace nenasycenych MK v kontextu
membranovych lipid( pti jejich peroxidaci. Tento proces mlize mit za nasledek produkci molekul,
které slouzi jako obecné markery oxidacniho stresu, v ¢ele s malondialdehydem (MDA) (Hodges et al.,
1999). Kromé retézové neenzymatické, indukované ROS, probihd i enzymatickd peroxidace
nenasycenych MK napF. lipoxygendzami a cyklooxygendzami. V nékterych pfipadech je moZno
detekovat specifické derivaty oxygenace urcité MK. Takovym pfipadem je kyselina linolenova (C,7;3),
kterd je preferenénim cilem ROS béhem peroxidace lipida v plastidovych membranach. Ve flu
mutantech A. thaliana muZe hydroxyoktadekatrienova kyselina (HOTE), jakoZzto specificky derivat
kyseliny linolenové, vznikat bud’ pfimym plisobenim O, nebo enzymaticky pomoci lipoxygenaz diky
regio a stereospecifické oxygenaci. Analyzou jednotlivych hydroxyderivati bylo zjisténo, Ze u flu
mutant dochazi k produkci stereoizomeru 13-HOTE enzymatickou cestou a ne v disledku pfimého

toxického ptisobeni 0, (op den Camp et al., 2003).
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Jiny pfistup ke stanoveni funkcénosti bunéénych membran je méreni jejich stability a
propustnosti pro ionty pomoci konduktometrie. Vysledky téchto méfeni vypovidaji spiSe o celkovém
stavu membrdn nez o urcité molekuldrni zméné. Listové disky transgennich rostlin tabdku
(N. tabacum) exprimujici peroxidazu (POD) povijnice batatové (Ipomoea batatas) po aplikaci 10 uM a
100 UM MV vykazovaly oproti tém z WT rostlin 0 25% nizsi membranové poskozeni (Yun et al., 2000).
Osetfeni 50 uM MV rostlin A. thaliana po réiznou dobu na svétle (120 pmol m™s™) vedlo k poruseni
integrity plasmatické membrany. Poskozeni v porovnani s listy WT rostlin postupné vzrlistalo s délkou
oSetfeni MV, kdy nejvyssi hodnoty 70% dosahlo po 7 hod inkubace (Scarpeci et al.,, 2008).
Konduktometrické stanoveni poskozeni membran spolu s daty o aktivité antioxidacnich enzym( casto
slouzi ke komplexnimu zhodnoceni schopnosti rostlin vyrovnavat se s oxidac¢nim stresem (Kwon et

al., 2002; Kim et al., 2011).

6.1.2.2. Proteiny

Mezi dalsi komponenty rostlinné burky, které jsou ovlivnény oxidaénim stresem, patii
proteiny. V ramci studii lze sledovat jejich celkovy obsah, oxidacni modifikace jako je napt. tvorba
karbonylovych skupin (Levine et al., 1990; Rinalducci et al., 2008). Pfi oxidaci proteind vlivem ROS
dochazi k modifikacim postrannich fetézcl, sitovani proteind a $tépeni peptidd. Oxidaci podléhaji
také sulfhydrylové skupiny aminokyselin, které jsou u fady enzymU soucasti katalytického centra. K
H,0, jsou zejména citlivé nékteré enzymy Calvinova cyklu. Enzymy s thiolovymi skupinami jsou citlivé
i k0,", OH a '0, (Asada, 1996).

Nejcastéjsim produktem oxidace proteind jsou slouceniny s karbonylovou skupinou, aldehydy
a ketony, vznikajici na postrannich fetézcich aminokyselin (Cheng et al., 1998). Radikal na postrannim
fetézci reaguje s kyslikem za vzniku nestabilniho peroxylového radikalu, ktery se ddle rozpada na
alkoxylové radikaly. Stépenim alkoxylovych radikdld se tvoii karbonylovy radikdl a slouéenina
s karbonylovou skupinou. Karbonylové skupiny vznikaji kromé pfimého plsobeni ROS také reakcemi
protein(l s produkty peroxidace lipida (4-hydroxy-2-nonenal, malondialdehyd), nebo s ketoaminy a

ketoaldehydy, které se tvofi pfi neenzymovych glykacich (Berlett, 1997).

6.1.2.3. DNA
Poskozeni jaderné DNA a oxidacni stres souvisi s tézkymi kovy, alkylaénimi €inidly &i y-zarfenim
(Gichner et al., 2008a). Zvysena koncentrace tézkych kov( v pldé u rostlin zpUsobuje typické
poskozeni bunécnych komponent, produkci ROS a modifikaci aktivit antioxida¢nich enzymda. Rostliny
bobu (Vicia faba) vystaveny Cd o koncentraci 5 a 10 mg/L po dobu 4 dn( vykazovaly v listech oproti

kontrolnim rostlindm vyrazné vyssi peroxidaci lipidid a v kofenech akumulovaly H,0,. V korelaci
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s témito vysledky bylo v listech detekovano vyznamné poskozeni DNA, coZ naznacuje, Ze akumulace
ROS a nasledny oxidacni stres jsou pficinou fytotoxicity Cd (Lin et al., 2007).

Jadra v kofenech rostlin bramboru (Solanum tuberosum L. cv. Korela), které byly vystaveny
cd* po dobu 2h a 24h vykazovaly v zavislosti na zvysSujici se koncentraci i odpovidajici navyseni
posSkozeni DNA oproti kontrolnim rostlinam. V listech bylo detekovatelné poSkozeni DNA aZ po
oSetfeni trvajicim 2 tydny pfi vyssSich koncentracich cd* (5 —-12,5 uM). Nicméné tyto rostliny mély
celkové inhibovany rlist a vyrazné Zluté listy, takZze poskozeni DNA nemuselo byt vazano na oxidacni

stres specificky zplsobeny Cd (Gichner et al., 2008a).

6.2. U¢ast ROS v odpovédich k abiotickym stresorim v signalizaci i oxidaénim

poskozeni

6.2.1. Ozareni

Vznik ROS v rostlinnych burikach je primarné studovan ve spojitosti s fungovanim PSI a PSIl a
jejich pripadnym poskozenim za nadmérného ozareni. Mimoto se také uvaZzuje o ROS a jejich roli ve
fotomorfogenezi. Kryptochromy jsou flavoproteiny slouzici v rostlinné Fisi jako fotoreceptory pro
modré svétlo a vyznamné se podileji napf. na de-etiolizaci a fotoperiodické indukci kveteni.

Fyziologické spojeni ROS a signalizace pomoci kryptochrom( zkoumali Consentino et al.,
(2015). Protoplasty wild type (WT) a dvojitého mutanta crylcry2 A. thaliana byly po dobu 2-4 hod
ozafeny modrym svétlem (vinova délka 400-500 nm) o intenzité 100 pmol m?s™. Mutanty crylcry2
postradaji oba geny pro kryptochromy a tak citlivost k modrému svétlu. Za téchto podminek doslo u
WT protoplastl k vyrazné vyssi tvorbé ROS a bunécné smrti oproti mutantam, a to bez ohledu na to
zda pochazely z fotosynteticky aktivnich ¢asti rostlin.

Konkrétni signalni role 0%, ve spoijitosti se svétlem byla mj. prokazana u flu mutant A. thaliana.
Kdy produkce O'; po pfemisténi mutant ze tmy na svétlo (80 -100 pmol m?s™) vedla po 15 min ke
specifické aktivaci genl pro drought-induced-like protein (DIL) a c2h2 transkripcni faktor s motivem

zinkového prstu (ZP) (op den Camp et al., 2003).

6.2.2. Zasoleni a tézké kovy
V dnesni dobé predstavuje zasoleni spolu s nedostatkem voda vainy problém. Naprosta
vétsina kulturnich plodin nadmérnou koncentraci iontd v ptiidé Spatné snasi, a proto hledani zpUsobu

pro navyseni jejich tolerance skyta do budoucna velky potencial.
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Exprese heat-shock transkripéniho faktoru PeHSF topolu rezistentniho k zasoleni (Populus
euphratica) byla indukovana silnym stresem v podobé aplikace 150 mM NaCl na listy a kalusové
kultury a byla regulovdna H,0, spolu sionty Ca®*. Transgenni rostliny tabaku (N. tabacum)
overexprimujici PeHSF vykazovaly po osetfeni 100 mM NaCl zvySenou toleranci k zasoleni
dokumentovanou vyssi kli¢ivosti semen, kofenovym rlstem a celkové efektivnéjsi schopnosti
regulovat rovnovahu ROS v porovnani s WT. Transgenni rostliny napf. vykazovaly o 30-50% nizsi
akumulaci H,0, nez WT ve stresovych podminkach. | kdyz PeHSF hraje roli pfi detoxifikaci ROS béhem
stresu zasolenim, nepodili se na regulaci osmotické ¢asti stresové odpovédi, zejména poméru K*/Na’,
ktery byl u vsech rostlin vice méné konstantni (Shen et al., 2013). V ptipadé transgennich rostlin
tabaku (N. tabacum) vedla overexprese genu KcCSD (pochazejici z rostliny Kandelia candel) pro Cu/Zn
SOD oproti WT rostlindm ke zvy3ené toleranci k Na* (Jing et al., 2015).

Pritomnost téZzkych kovl v ptdé a jejich pfijem rostlinami u nich miZe navodit stav oxida¢niho
stresu. Existuji avSak i rostliny, které jsou schopny tolerovat vy3si koncentraci téchto kovl v prostiedi,
anebo je dokonce akumulovat ve své biomase. Do skupiny hyperakumulatort fadime i cajovnik
(Camellia sinensis L.). U této rostliny byl neddvno naklonovdn a charakterizovan novy gen pro
glutathionperoxidazu (GPX) oznacdeny jako CsGPX2 a ktery ma potencialni funkci chranit ¢ajovnik
proti oxidacnimu poskozeni. Jeho exprese byla stimulovana krom toxické koncentrace tézkych kovl

Fe a Cu (200 uM FeSQ,4; 200 uM CuSQ,) i dalsimi abiotickymi stresory (Fu, 2014).

6.2.3. Vysoké teploty

Vzhledem k sesilnimu zpUsobu Zivota se rostliny musi béhem svého Zivota casto vyrovnavat
s extrémnimi vykyvy teplot. Enzym 2-cystein peroxiredoxin (2-Cys Prx) je c¢lenem skupiny
antioxidacnich enzym(, které rostlinam pomahaji celit environmentalnim stresim. Podili se na
odstranovani peroxidl a tim brani oxidaénimu poskozeni thylakoidl fotosyntetickych membran.
Exprese At2-Cys Prx (pochazejiciho z A. thaliana) pod promotorem SWPA2 indukovanym stresem u
rostlin bramboru (Solanum tuberosum cv. Atlantic) vedla ke zvySené odolnosti transgennich rostlin k
vysoké teploté (42°C, 10h). V porovnani s netransformovanymi rostlinami, které rostly pfi kontinudlni
teploté 25°C, klesla fotosynteticka aktivita transgennich brambor po plsobeni vysokych teplot o 7 %,
zatimco u netransformovanych brambor vystavenych vysoké teploté doslo k poklesu az o 31 % (Kim
etal., 2011).

Heat shock transkripéni faktory (HSF) ovliviiuji pfedevsim expresi heat shock proteinli (HSP),
jejichz produkce je klicovou adaptaci rostlin k teplu (Li et al., 2014). Nicméné nékteré HSF jsou
soucasti odpovédi rostlin i k jinym stresiim, napf. zasoleni (Shen et al., 2013). Ve studii provedené Li
et al., (2014), se prokazala dulezita role HSP45.9 a HSP70 pti navozeni tolerance rostlin okurky

(Cucurbita sativus L., cv. lJinyan) kvysokym teplotdam. Dosahli toho naroubovanim na podnoz
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pfibuzného druhu ze skupiny tykvovitych, lufy (Luffa cylindrica Roem, CV. Xiangfei), kterd je pfirozené
odolna k vysokym teplotam. Takto vzniklé rostliny po osetfeni 40°C po dobu 12h vykazovaly mj. nizsi
hladinu MDA a oxidovanych protein(, coZ ukazuje na odolnost vi¢i oxidaénimu stresu, v porovnani s
rostlinami, které vznikly naroubovanim na podnoz (Cucumis sativus L., cv. Jinyan). Na indukci exprese

zminénych HSP se podilela signalizace ABA spolu s H,0,.

6.2.4. Chlad

Chladovy stres se u rostlin projevuje nékolika zplsoby, kdy nejdfive dochazi k naruseni
hospodareni s vodou az viditelnému vadnuti. Nasleduje peroxidace lipidQ s naslednym navysenim
obsahu MDA, nebo napf. akumulace prolinu jako predstavitele kompatibilnich solutl (Iseri et al.,
2013).

U kofenl rostlin okurky (Cucumis sativus L.) vystavenych nizké teploté (8-13° C) doslo
k signifikantnimu poklesu hydraulické vodivosti a poklesu aktivity H" ATPazy asociované
s plasmatickou membrdnou. S témito zménami korelovala akumulace H,0, v oblasti bunécné stény a
plasmatické membrany jiz 15 min po vystaveni nizkym teplotdm. Omezeni vodniho transportu
v kofenech okurky v disledku chladu tak ukazuje na mozny vztah mezi koncentraci H,0, a modulaci
aktivity H ATPazy (Seong et al., 2004).

Dalsim prikladem mohou byt rostliny rajéete (Lycopersicum esculentum Mill.), které byly
vystaveny stresu chladem pfi teploté 3° C po dobu 16h. Tento zasah zpUsobil vyrazné snizeni RWC a
doslo i k celkovému mirnému poklesu obsahu chlorofylu a navySeni obsahu prolinu. Nicméné zmény
chlorofylu a prolinu nebyly statisticky signifikantni. Chlad zpUsobil také v listech zvyseni hladiny MDA,
avsak jeho hladina v kofenech zlstala stejna jako za nestresovych podminek. To vSe v porovnani
s rostlinami, jejichz kofeny byly pfedem ponofeny do 1 mM roztoku H,0, na 1 hod. V tomto pfipadé
se projevila fyziologicka role H,0,, kdy jeho exogenni aplikace vedla aklimaci k chladovému stresu

(3° C, 16h) (Iseri et al., 2013).

6.2.5. Sucho

K vyznamnym problém(m trapici sou¢asné zemédélstvi radime také sucho. Reakce rostlin na
tento samotny environmentalni stres v prvnich fazich béiné zahrnuje prodlouZeni rlstu korend,
pokles RWC v nadzemnich ¢astech ale zaroven snizeni celkové susiny. Typicky dochazi k modifikaci
jednotlivych enzymatickych sloZek antioxida¢niho systému a regulaci genové exprese napfr.
v ndvaznosti na akumulaci kompatibilnich solutd (Cui et al., 2015). V ptirozenych podminkach se
rostlina vyrovnava s komplexnim spektrem podnétli z prostfedi a Casto musi reagovat na rlizné
kombinace stresu. Jeji odpovéd za takové situace se muze lisit od odpovédi na stresy jednotlivé

(Rizhsky et al., 2002). V pfipadé rostlin tabdku (N. tabacum) doslo v disledku oxidac¢niho stresu ke
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specifické zméné genové exprese enzymU APX, CAT a SOD za podminek sucha, horka a v kombinaci
obou stresll (Lubovska et al., 2014). Podobny pfipad byl popsan jiz u A. thaliana, kdy pfi kombinaci
stresu horkem a suchem dochdzelo kuzavirani prdduchl, potladeni fotosyntézy, posileni
fotorespirace a zvyseni teploty listu. Geny indukované pouze za sucha, napr. kédujici dehydriny ¢i
CAT a ty indukované za horka, pf. APX byly pfi kombinaci strest utlumeny. Na druhou stranu exprese
alternativni oxidazy (AOX), GPX, fenylalaninamoniaklyazy (PAL) nebo transkrip¢niho ko-aktivatoru pro
odpovéd k ethylenu (ET) byla specificky detekovana pouze za kombinace stresd v podobé horka a
sucha (Rizhsky et al., 2002).

Béhem odpovédi na environmentalni stresy je bézné zapojeni fytohormonU. Na regulaci reakce
rostlin A. thaliana k vodnimu deficitu se mj. podili ET, ktery se zda byt dileZity pro vyrovnavani se
s oxidacnim stresem za téchto podminek. Mutanty necitlivé k ET ein2-5 a ein3-1 a WT kontrolni
rostliny (Col-0) byly porovnany v odpovédi na vodni deficit stimulovany polyethylenglykolem (PEG).
Mutantni rostliny vykazovaly vyssi oxidacni poskozeni v podobé peroxidace lipid(i, obsahovaly vice
H,O, a nedochdzelo u nich ktak vyrazné akumulaci ochrannych sacharidll predstavovanych
sacharoézou, glukdzou a fruktézou. Z pohledu kompatibilnich solutl byl analyzovan gen P5CS1, ktery
je nezbytny pro biosyntézu prolinu. Jeho transkripce byla béhem vodniho stresu zvySena u Col-0 i
obou mutant, nicméné ke zvySeni exprese za stejnych podminek doslo pouze u kontrolnich Col-0
rostlin. ET tak m{Ze byt zapojen do zpétnovazebné regulace navyseni biosyntézy prolinu za podminek

vodniho deficitu (Cui et al., 2015).

6.3. Antioxidacni obrana
Antioxidacni systém slouzici burice k udrzovani stabilniho redoxniho stavu zahrnuje latky

souhrnné nazyvané jako antioxidanty, jeji soucasti jsou nizkomolekularni slouceniny i enzymy. Mezi

vvvvvv

vvvvvv

(kataldzu), APX (askorbatperoxidazu) a GPX (glutathionperoxidazu).

6.3.1. Neenzymatické antioxidanty

6.3.1.1. Glutathion a askorbat
Zvysena hladina GSH je spojena s reakci rostlin na riizné a/biotické stresy (Rizhsky et al., 2002;

Hernandez et al., 2010). V pripadé rostlin tabdku (N. tabacum) vystaveni rostlin vysokym teplotam a
oSetfeni 3-AT, coZz vedlo ke specifickému nastoleni oxidaéniho stresu, zpUsobilo akumulaci

redukované formy GSH. Nicméné dulezZity je také pomér GSH/GSSH mezi jeho redukovanou a
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oxidovanou formou. Vyssi hladina oxidované formy v burikdch sniZuje schopnost vyrovnavat se
stresovymi podminkami (Gechev et al., 2002).

Stejné je to i v pFipadé ASC. Zmény v poméru ASC/DHA (dehydroaskorbat; oxidovany ASC) jsou
dllezitym indikatorem redoxni kapacity bunék, kdy jeho vyssi hladina znadi lepsi schopnost bunék

vyrovnavat se s oxida¢nim stresem (Hernandez et al., 2010).

6.3.1.2. Tokoferoly a karotenoidy
Akumulace ROS a od nich odvozenych molekul je v prostfedi membran pod kontrolou

lipofilnich antioxidantl, predevsim tokoferol(l a karotenoidd. V tomto kontextu jsou karotenoidy
schopny jednak zabranit samotné produkci ROS napf. v xyntofylovém cyklu a fungovat i jako
antioxidanty. Obé skupiny chemicky vznikaji z geranylgeranylpyrofosfatu terpenoidni cestou a svym
vyskytem jsou silné spjaty s plastidy. Pricemz tokoferoly se ve vétsi mife nachazi v semenech nez

v listech (shrnuto spolu s odkazy v Noctor et al., 2014).

6.3.1.3. Glutathion-askorbatovy cyklus
Tento cyklus vsobé zahrnuje enzymatické premény ASC a GSH, které funkéné dopliuji

antioxida¢ni enzymy primou vazbou na aktivitu APX a spolecné se podileji na regulaci mnozstvi ROS
v rostlinnych bunkach (Obr. 3.) P¥i likvidaci H,0, pomoci APX vznikda monodehydroaskorbat (MDHA),
ktery je zpét redukovan enzymem monodehydroaskorbatreduktazou (MDHAR) do formy ASC, ten je
opétovné vyuZit jako kofaktor pro APX. Mimoto muizZe byt v chloroplastech zpétné redukovan
redukovanym ferredoxinem. MDHA muzZe byt neenzymaticky pfeménén na dehydroaskorbat (DHA),
ktery je do redukované formy ACS pfeménén aktivitou dehydroaskorbatreduktazy (DHAR). DHAR
vyuzivd jako redukéni silu  GHS, jehoZz dostatek je zajistovan aktivitou enzymu
glutathionreduktazy(GR). Enzymy MDHAR a GR vyuZivaji pro redukéni reakce NADPH+H" (Noctor &
Foyer, 1998).

Sledovani vlivu kratkodobého a dlouhodobého stresu zasolenim u kofen( rostlin brokolice
(Brassica oleracea cv. Marathon) potvrdilo dlleZitost antioxidant( na udrzeni redoxniho stavu bunék
a pfi vyvoji a rlstu za téchto stresovych podminek. ASC byl béhem osetfeni NaCl (40mM; 80 mM 24h
- 7dn() v kofenech vyrazné akumulovan a jeho redoxni stav (pomér ACS/DHA) se zvySoval spolu
s délkou trvani stresu. SniZzend aktivita APX béhem solného stresu znaci nizsi potfebu ASC v askorbat-
glutathionovém cyklu. ASC vsak muze ptfimo redukovat H,0,, ktery byl v zasolenych korenech
vyznamné akumulovan. Béhem dlouhodobého solného stresu byl redoxni stav ASC udrZovan
nezménénou aktivitou DHAR a MDHAR. Oproti tomu GSH byl vyznamné akumulovdn pouze béhem

24h (80 mM NaCl) a pak jeho koncentrace a redoxni stav (GSH/GSSH) klesly. GSH je pravdépodobné
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potfeba béhem osmotické stresové slozky prvotné nastavajici béhem zasoleni, kdy aktivuje

alternativni cesty pro likvidaci ROS a kompenzuje neptitomnost aktivity APX (Hernandez et al., 2010).

NADP* NADPH+H*
>
2GSH =— GSSG
DHAR
DHA
N . AA
on-enzymic
disproportionation

NADPH+H*
A

Gt

H,0 H,0,
Obr. 3. Reakce askorbat-glutathionového cyklu. GR (glutathionreduktaza), DHAR (dehydroaskorbatreduktaza),
MDHAR (monodehydroaskorbatreduktaza, APX (askorbatperoxidaza). GSH (redukovany glutathion), GSSG

(oxidovana forma glutathionu), DHA (dehydroaskorbat — oxidovana forma), MDHAR (monodehydroaskorbat —

jinad oxidovana forma askorbatu), AA (zde jako ASC — askorbat). Pfevzato z (Noctor & Foyer, 1998) a upraveno.

6.3.2. Antioxidacni enzymy

Enzymy Fadici se do této kategorie primarné predstavuji uceleny a propojeny systém ochrany
proti oxida¢nimu stresu. Typicky zde radime SOD, CAT, APX, GPX a jejich aktivitou dochazi k regulaci
hladin jednotlivych ROS (Gechev et al., 2002; Shen et al., 2013). Funkce antioxidacnich enzym( uzce
souvisi se skutecnosti, Ze ROS nemaji uplatnéni pouze pti indukci stresovych, ale i fyziologickych
reakci. Vysoké hladiny O,” a "OH v rané fazi vyvoje lusku u hrachu (Pisum sativum) naznacuji jejich
uplatnéni pti rozvoliovani a elongaci bunécné stény. Zvysena hladina ‘OH i v pozdnich fazich vyvoje
ukazuje napojeni na lignifikaci bunécénych stén. Zdravy rlst lusku byl ovlivnén kontrolou produkce

ROS predevsim diky SOD a CAT (Liu et al., 2014).
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6.3.2.1. SOD
Tento enzym katalyzuje dismutaci O,7, pfi které vznikd H,0, a primdrné se podili na jeho

zneskodnéni v rdmci bunécnych reakci a to nejen na stresové podminky (Asada & Kanematsu, 1976;
Jing et al., 2015). Modulaci exprese Ize dosdhnout navozeni tolerance k uréitym stresovym faktorim.
U druhu mangrovovych porostl Kandelia candel dochazi za podminek extrémniho zasoleni (300 mM
NaCl) k navySeni exprese genu KcCDS pro Cu/Zn SOD a nasledné k vyssi aktivité SOD v listech.
Pozorovani transgennich rostlin tabaku (N. tabacum) exprimujici tento gen vystavenych 150 mM
NaCl po dobu 1 -7 dn( prokazalo podil KcCDS na ochrané chloroplastll proti ROS béhem stresu NaCl.
Potvrdil se tim podil Cu/Zn SOD na ochrané chloroplastl béhem stresu zasolenim (Jing et al., 2015).
Jak jiz bylo naznaceno, ROS se mohou uplatriovat i v pribéhu normalniho vyvoje. SOD a jeji
regulace produkce O,” hraje roli napf. pti vyvoji lusku u P. sativum a Brassica chinensis, dvou
dalezitych druh( z oblasti jizni Ciny. Béhem zrani lusku postupné dochazelo k poklesu hladiny 0,7,

coz korespondovalo se zvysujici se aktivitou SOD (Liu et al., 2014).

6.3.2.2. CAT
Kataldza je stézejni enzym antioxidacniho systému katalyzujici rozklad H,0, a predstavuje

dllezitou slozku kontroly rovnovahy ROS v burice. Vyznaduje se extrémné vysokou maximalni
katalytickou rychlosti, ale nizkou substratovou afinitou (Noctor & Foyer, 1998). Je lokalizovana témér
vylu€né v peroxizémech, zatimco odpovidajici funkci konverze H,0, v chloroplastech, mitochondriich
i cytoplazmé zajistuje APX (Asada K., 1992). U A. thaliana geny CAT kdéduji malou rodinu proteind
zahrnujici CAT1, CAT2 a CAT3. Expresni profily a aktivity se lisi jak za normalnich, tak rlznych
stresovych podminek. CAT1 za béZzného stavu vykazuje nizkou hladinu exprese, avsak jeji exprese a
aktivita je stimulovana environmentalnimi stresy zahrnujici mj. sucho, chlad a oxidacni stres. CAT2
zajistuje homeostazi H,0, na svétle a je exprimovana ve fotosynteticky aktivnich ¢astech, hlavné
listech. Za nestresovych podminek vykazuje nejvyssi hladinu exprese oproti CAT1 a CAT3. Jeji aktivita
je zfetelné posilena suchem, chladem a oxidacnim stresem. CAT3 je prednostné aktivovdna v noci,
nicméné na zvyseni jeji aktivity ma pozitivni vliv ABA, oxidacni stres a také senescence (Du et al.,
2008).

CAT hraje svou roli béhem fotorespirace, kdy v peroxizdémech likviduje H,0, vznikajici
pfeménou glykolatu na glyoxylat. Fotorespirace je procesem, ke kterému v rostlindach dochazi
zejména za stresovych podminek diky oxygendzové aktivité enzymu Rubisco. U rostlin hrachu (P.
sativum) prenesenych do podminek vysokého obsahu CO, byl pozorovan pokles aktivity CAT, ktery
byl vyraznéjsi pfi vyssi koncentraci CO,. Zatimco u rostlin jiz péstovanych v podminkach bohatych na
CO, po dobu 14 dnt k vyznamné modulaci aktivity nedoslo. Je tedy zfejmé, Ze inhibice CAT je reakci

na ménici se koncentraci CO, (Thibaud et al., 1995). Geny pro CAT z rlznych ttid byly analyzovany u
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ryze (Oryza sativa) v ndvaznosti na fotoperiodu, cirkadidnnim rytmus a stresové podminky sucha. CAT
z tridy | funguji pfi fotorespiraci a jejich overexprese vedla k ochrané rostlinnych pletiv oproti suchu
(Jooetal., 2014).

Uplatnéni CAT v rostlinné Fisi je Siroké. Reguluje hladinu H,0, pfi vyvoji lusku u rostlin hrachu
(P. sativum) a podili se na urceni velikosti plodu (Liu et al., 2014). Jeji uc¢inek v podobé ochrany proti
oxidacnimu stresu se spolu s dalsimi antioxida¢nimi enzymy projevil u rostlin tabaku (N. tabacum)
predem oSetfenych 5 mM H,0, (Gechev et al., 2002). Aktivita CAT se podili i pfi aklimaci rostlin
rajCete (Lycopersicum esculentum Mill.) proti chladovému stresu (Iseri et al., 2013).

U transgennich rostlin tabaku (N. tabacum) overexprimujiciho gen pro Cu/Zn SOD KcCSD
nedoslo po oSetfeni 100 mM NaCl oproti WT k vyraznému navysSeni obsahu H,0, v listech. UdrZzeni
nizké hladiny H,0, jako ddsledku oxidaéniho stresu bylo dosazeno mj. zvysenou aktivitou CAT. Ta pfi
del$im trvani solného stresu (4-7 dnd) dokazala redukovat koncentraci H,0,, ktery vznikal konverzi

O, za katalyzy SOD (Jing et al., 2015).

6.3.2.3. APX
Askorbatperoxidaza (APX) katalyzuje odstrariovani H,O, ¢i hydroperoxidd za vzniku H,O. APX

ma k H,0, vysokou afinitu. Jako kofaktor a zdroven redukéni substrat pouziva hlavné ASC a jednd se o
enzym specificky pro rostliny. V listech ¢ajovniku byly nejprve identifikovany 2 izoenzymy, jeden jako
chloroplastova a druhy jako cytosolicka APX, ktera byla lokalizovdna mimo chloroplasty. Celkové APX
slouzi predevsim k ochrané chloroplastl a dalSich ¢asti bunky proti H,0, a v dUsledku i ‘OH (Asada K.,
1992). U rostlin hrachu byly nasledné objeveny zkoumany i mitochondrialni a peroxizdémova izoforma
APX (Jimenez et al., 1998).

Vramci genové studie odezvy rostlin tabdku (N. tabacum) na stres suchem, horkem a
kombinaci téchto strest byla sledovana i exprese tfi genl pro APX, cytosolicka (cAPX) stromatalni
(sAPX) a thylakoidni (tAPX). Jejich expresni profily se liSily pfi odpovédi na jednotlivé stresy ¢i jejich
kombinaci a také vramci rostliny mezi rGzné starymi listy (Lubovska et al., 2014). APX se ve
spolupraci s dalSimi enzymy antioxida¢niho systému muze podilet na aklimaci rostlin ke stresovym
podminkam jako napft. u rostlin rajcete (Lycopersicum esculentum Mill.) k chladu (lseri et al., 2013),
nebo v ptipadé tabaku (N. tabacum/cv. Xanthi) na obrané proti specificky indukovanému oxidaénimu

stresu (Gechev et al., 2002; Kwon et al., 2002).

6.3.2.4. Dalsi enzymy
Mezi antioxida¢ni enzymy se fadi i 2-Cys Prx (2-cystein peroxiredoxin). Jedna se o enzym ze

skupiny thiol-specifickych peroxidaz, ktery se podili na odstrafiovani ROS vznikajicich béhem

elektronovych prenosll. Likviduje peroxidy a chrani tak chloroplastové membrany. Pod silnym
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oxidac¢nim ¢i teplotnim stresem dochazi ke zméné funkce z peroxidazy na molekuldrni chaperon
(odkazy v (Kim et al., 2011). Transgenni rostliny bramboru (Solanum tuberosum L. cv. Atlantic)
exprimujici At-Cys Prx pod kontrolou stresem indukovaného promotoru SWPA2 vykazovaly zvySenou
odolnost k oxida¢nimu stresu navozenému postfikem 300 uM herbicidu MV (Kim et al., 2011).

GPX je enzym katalyzujici redukci H,0,, organickych hydroperoxidd a lipidickych peroxid( za
uziti GSH i dalSich redukénich ekvivalentl (Ursini et al. 1995). U A. thaliana byl zkouman jeden z 8
nalezenych genl pro GPX a rostliny jej overexprimujici vykazovaly oproti kontroldam zvySenou
odolnost vic¢i oxidacnimu poskozeni vyvolanému oSetfenim MV (Gaber et al., 2012).U ¢ajovniku
(Camellia sinensis L.) byl neddvno naklonovan a charakterizovan novy gen pro GPX oznaceny jako
CsGPX2 s potencidlem ochrany proti oxidacnimu poskozeni. Jeho exprese byla stimulovana
zasolenim, tézkymi kovy, suchem, horkem a z¥ad fytohormonl gibereliny a methyljasmonatem

(MelJA). Naopak bioticky stres v podobé poskozeni herbivory nevedl ke zméné exprese (Fu, 2014).

6.4. Herbicidy

6.4.1. Methylviologen/Paraquat

Jeho systematicky ndzevje N,N'-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichlorid a patfi mezi skupinu
neselektivnich herbicidd. Médem ucinku je produkce ROS v chloroplastech u osetfenych a nasledné
svétlu vystavenych rostlin (Babbs et al., 1989). MV konkrétné vystupuje jako akceptor elektron(
v primarnich fotochemickych reakcich PSI a na svétle redukuje kyslik za vzniku O, (Hiyama, Ohinata,
& Kobayashi, 1993).

Diky své chemické povaze se v rostlinné biologii vyuziva ke specifické indukci oxidacniho stresu
v podobé nadprodukce O,". MV se ve studiich pouziva rliznym zplsobem, primarné na fotosynteticky
aktivni ¢asti rostlin. Casto se pfistupuje ke sprejovani listd, popft. celého prytu (Yun et al., 2000; Kwon
et al., 2002; Huang et al., 2011). Zkoumat Ize reakce pouze vybrané ¢asti listl — tzv. listové disky (Kim
et al., 2011). Lze také sledovat reakce chloroplasti a thylakoidnich membran na oSetfeni MV
(Krieger-Liszkay et al., 2011). Vzhledem k principu G¢inku MV, ktery vyZaduje fotochemické prcesy, je

potfeba po jeho aplikaci vystavit rostliny, popft. jejich ¢asti svételnému zareni.

6.4.2. 3 — Aminotriazol
Ma schematicky nazev 3-amino-1,2,4-triazol. Jedna se o neselektivni herbicid, ale vzhledem ke
svému specifickému Gcinku se 3-AT pouziva pfi studiu oxidac¢niho stresu nejen u rostlin. Je schopen

irreverzibilné inhibovat aktivitu CAT v pfitomnosti H,0, tim, Ze se vaZe na intermediat zvany komplex
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1 (Margoliash & Hospital, 1962). Inhibice CAT pomoci 3-AT byla studovdna na vzorcich z mysich jater
a ledvin, popt. lidské krve. V tomto ptipadé bylo k inhibici enzymu vidy zapotiebi kysliku a ve vétsiné
pripadl i urcitd koncentrace H,0, (Int & Ind, 1958). U rostlin tabaku (N. sylvestris) bylo zjisténo, Ze 3-
AT zpUsobuje in vivo preferencné inhibici CAT-1 a CAT-2 oproti CAT-3. Pfi porovnani inhibice CAT-1 a
CAT-3 bylo ovéfeno, Ze je potfeba pritomnost H,0,, nicméné nejednalo se o limitujici faktor. Listové
kataldzy tabaku tedy byly inhibovany 3-AT, avSak izoenzym se zvySenou , peroxidatickou” aktivitou
byl inaktivovan nejméné (Havir, 1992).

U rostlinnych studii zamérenych primarné na oxidacni stres se 3-AT vyuZziva bud k jeho primé
indukci, kdy po jeho aplikaci dochazi u rostlin k akumulaci H,0, (Gechev et al, 2002), nebo

k funkénimu studiu rostlinnych CAT (Du et al., 2008).
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Material a metody

7.1. Rostliny tabaku (Nicotiana tabacum, cv. Xanthi)

Semena (80 — 100 ks) byla prekultivovana in vitro na Petriho miskach o primeéru 10 cm a médiem
podle (Murashige & Skoog, 1962) v kultivaéni mistnosti pfi teploté 25/20 °C 150 pmol (PAR) m™s’
! a svételné periodé 16 hod svétlo/8 hod tma. Po ¢tyfech tydnech byly rostlinky premistény do
plastovych sklenic¢k(i (asi 40 ks) se substratem. Po dalSich 3 tydnech byla kaZdd rostlina
premisténa do kvétinace se substratem.

Rostliny byly péstovéany v kultivaéni mistnosti pfi teploté 21 °C, ozafenosti 150 umol (PAR) m?s™
za denniho rezimu 16 hod svétlo/8 hod tma v samostatnych kvétinacich na plastovych platech,
viz Obr. 4.

Kazda rostlina byla zalévana 2x tydné 50 ml Zivného roztoku (Tab. 1.), jinak kazdy den
deionizovanou vodou (dH,0).

Listové fragmenty byly odebirany ze 4. - 5. list( odshora rostlin starych cca 4 mésice.

Obr. 4. Rostliny tabaku (N. tabacum, cv. Xanthi), stari 4 mésice.

28



Koncentrace latky v Zivném roztoku
-1 [mMm]
Fe EDTA 0,656 4
Ca(NO:s), - H,0 0,945
KNO; 0,404 4
MgS0O, 7 H,0 0,368 1,5
NaH,PO, 2 H,0 0,208 1,33
MnSO, 5 H,0 0,00241
MnSO, 4 H,0 0,00223 0,01
CuSO, 5 H,0 0,000125 0,0005
ZnS0O, 7 H,0 0,00029 0,001
H;BO; 0,00186 0,03
NacCl 0,0059 0,1
Na,Mo0, 4 H,0 0,000121 0,0005

Tab. 1. SloZeni Zivného roztoku. Pro zaliti tabdkovych rostlin jej bylo nutno zfedit 10x.

Inkubace rostlin a pFiprava vzorkut

1.

Odebrala jsem 4. — 5. pravy list odhora tabakovych rostlin. Pro jednu koncentracni fadu jsem
pfipravila vzorky z jednoho listu.

V oblasti mimo stfedni Zebro jsem vyfizla fragment o velikost cca 1,5 x 2,5 cm a zvazila jej na
analytickych vahach.

Do Petriho misek o priiméru 5 cm jsem pfipravila koncentraéni rady roztokl herbicidl vzdy v
objemu 10 ml (Tab. 2., Tab. 3.) a zvaZiené fragmenty jsem do nich prenesla v poctu 1
fragment/miska.

Misky s roztoky MV jsem umistila na tfepacku (150 ot/min), zakryla ¢ernou ladtkou a nechala
inkubovat 16 hod. Poté jsem vzorky odkryla a nechala 1 hod na svétle (150 umol (PAR) ms™). P¥i
ozareni mohla v zelenych listovych pletivech probihat fotosyntéza. MV funguje jako akceptor
elektront z PSI a v chloroplastech reakci s molekularnim O, dochazi ke specifické produkci O, a
naslednému oxidacnimu poskozeni rostlinné bunky (Hiyama et al., 1993).

V pripadé 3-AT jsem nechala listové fragmenty v roztocich inkubovat po dobu 8 hod na svétle
(150 umol m™s™), viz. Obr. 5.

Po ukonceni inkubace jsem fragmenty pfenesla na bunicitou vatu a jemné osusila. Nasledné jsem
je zabalila do alobalu, oznacila koncentraci a takto pfipravené je umistila do tekutého N,. Poté

jsem je prenesla do mrazaku, kde byly aZ do zpracovani uchovany pfi teploté — 83 °C.
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Koncentracni fada MV
[uM] MV zasobni [ml] H,0 [ml]
0 0 10
10 0,1 9,9
20 0,2 9,8
50 0,5 9,5
80 0,8 9,2
100 1 9

Tab. 2. Koncentracéni fada MV pro inkubace listovych fragment(.

Koncentracni fada 3-AT
[mM] 3-AT zasobni [ul] H,0 [ml]

0 0 10
0,1 1 9,999
0,2 2 9,998
0,5 5 9,995

1 10 9,99

2 20 9,98

Tab. 3. Koncentracni fada 3-AT pro inkubace listovych fragment(.

Obr. 5. Roztoky 3-AT o rlizné koncentraci s listovymi fragmenty pfipravenymi k inkubaci.

30



7.2. Kometovy test — poskozeni rostlinné jaderné DNA dle Gichner et al., (2008)

Roztoky:
10 N NaOH; 1% NMPA (normal melting point agarose)

PBS (pH = 7,4) zasobni sterilizovat
2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,PQy; 0,14 M NaCl; 1,7 mM Na,HPO, - 12 H,0

Alkalicky elektroforeticky pufr (pH > 13)
Pro V =2000 ml—60 ml 10 N NaOH; 10 ml 200 mM EDTA; 1930 ml studené dH,0.

200 mM EDTA (pH = 10 pomoci 10 N NaOH)

Ethidium bromid (EtBr)
0,5 mM EtBr jako zdsobni roztok skladovany vtmavé lahviéce. Pro barveni jsem 10x ziedila a

filtrovala ptes jednorazovy filtr Millex GV 0,22 um (Millipore, USA).

1% LMPA (low melting point agarose)

Rozpustit v PBS, prelit do prahlednych vialek pro uchovavani vzork( o V = 4 ml. Skladovat v lednici.

Neutralizacni pufr (pH = 7,5)
0,4 M Tris-HCI

Priprava podloZnich sklicek

1. Jednotliva sklicka jsem otfela bavinénou latkou a ponofila na tyden do nadoby s ethanolem.
Zakryla jsem ji alobalem, aby nedoslo k pfiliSnému odpareni ethanolu.

2. Po tydnu jsem jednotliva sklicka vytdhla a opét ottela bavinénou latkou, abych z nich odstranila
mozné prebyvajici necistoty. Nasledné jsem je ponofila do Cistého ethanolu a opalila nad lihovym
kahanem.

3. Sklicka jsem nechala chvili vychladnout, pak je ponofila do 1% NMPA agardzy, zadni stranu otrela
kouskem buniciny a vyskladala je na filtracni papir. Takto pfipravena sklicka jsem po zaschnuti

druhy den schovala do krabicky.
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Izolace jader — pfi tlumeném svétle

1.

Listové fragmenty pro inkubaci jsem vyfizla tak, aby obsahovaly cast stfedniho Zebra pro
jednodussi manipulaci.

Pred dokoncenim inkubace s herbicidem jsem dala rozehfat dri-block DB-2D (Techne, U.K.) na
70 °C pro LMPA. Dalsi dri-block jsem nastavila na teplotu 42°C a vloZila do néj mikrozkumavky —
jednu pro kazdou koncentraci herbicidu. Do kazdé mikrozkumavky jsem napipetovala 150 pl
LMPA a zavrela ji.

Do nadoby s ledem jsem umistila bunicitou vatu a polozila na ni spodni ¢dasti Petriho misek o
priméru 6 cm.

Po ukonceni inkubace s herbicidy jsem vzorky prenesla do laboratofe a ihned zpracovala. Listovy
fragment jsem oplachla destilovanou vodou a prenesla na vychlazené dno Petriho misky, kde
jsem k nému pfidala 350 ul neutraliza¢niho pufru (Tris - HCI). Fragment jsem pomoci Ziletky a
pinzety narezala na co nejjemnéjsi prouzky a takto narezany list jsem promyla v izolacnim pufru,
aby se vyplavila jadra.

150 ul suspenze jader jsem napipetovala do mikrozkumavky s LMPA umisténé v dri-blocku pfi
42 °C a nékolikrat promichala (pomér LMPA a suspenze v poméru 1:1).

115 pl smési jsem pomoci pipety prenesla na podlozni sklicka potazend NMPA ve trfech
rovnomérnych kapkdach. Pfipravila jsem 2 sklicka pro kaZzdou koncentraci. Pfikryla je krycim
sklickem a nechala po dobu 5 — 10 min ztuhnout na skle na ledu. Prepardty jsem zakryla tmavou

latkou, abych je uchranila pfed svétlem a moznym nezadoucim poskozenim.

Elektroforéza

1.

Preparaty zbavené krycich sklicek jsem umistila do vychlazeného elektroforetického tanku
naplnéného elektroforetickym pufrem a nechala 10 min stat.

Elektroforéza bézela pfi 26 V a 300 mA po dobu 25 min.

Preparaty jsem tfikrat promyla neutralizacnim pufrem, cca po 1 min. Oplachla je dH,0, vyskladala

na filtracni papir a druhy den schovala do krabicky.

Barveni — v temné mistnosti pfi Zlutém svétle; hodnoceni komet

1.

Preparaty jsem ponofenim do nadoby s dH,O propldchla a poloZila na bunicinu. Na kazdé sklicko
jsem ve 3 kapkdach nanesla 115 pl EtBr a nechala 5 min barvit.

Pak jsem je opét ponofila do nadoby s dH,0, otfela zadni stranu a opatrné pfiloZila kryci sklicko.
Obarvené preparaty bylo nutno vyhodnotit za pomoci fluorescencniho mikroskopu (Nikon Eclipse
E600, Japan) ten samy den. V rdmci cca 6 hod, jelikoZ nebyly fixovany.

Nasledné hodnoceni komet pomoci softwaru Komet 3.1. (Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK).
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7.3. Peroxidace lipidi a jeji stanoveni pomoci metody TBARS dle Hodges et al. (1999)

Roztoky:
80:20 (v:v) ethanol: voda

20% kyselina trichloroctova/ bez pfidani kyseliny thiobarbiturové (TCA/TBA -)
20% (w:v) TCA; 0,01% butylovany hydroxytoluen (BHT)

20% TCA/TBA+
20% (w:v) TCA; 0,01% butylovany hydroxytoluen (BHT); 0,65% (w:v) TBA

Metoda stanoveni TBARS (thiobarbituric acid-reactive substances) se pouzZivd pro
spektrofotometrické stanoveni mnozstvi MDA, ktery je povaZovan jako obecny ukazatel peroxidace
lipidd. MDA, jakoZzto druhotny produkt oxidace polynenasycenych MK, mlzZe v bunkach vznikat
autooxidaci ¢i enzymatickou degradaci MK. Metoda stanoveni TBARS je ¢asto pouZivana pro svou
jednoduchost a minimalni manipulaci se vzorkem. Jejim principem je reakce MDA s TBA a nasledné
odecteni absorbance pfi vinové délce 532 nm.

Ve starSich studiich dochazelo knadhodnoceni mnozstvi MDA v dasledku pfitomnosti
interferujicich cukrd a pigmentd, napf. flavonoidd a antokyan(, které maji absorpéni maximum
typické pro MDA. Hodges et al., (1999) tuto skutecnost vzali v potaz a vyvinuli novy protokol, podle
néhoZ je mozné spolehlivé urcit peroxidaci lipidd v rostlinnych pletivech, kterd za normalnich
podminek obsahuji interferujici latky. MizZe byt také pouzit pro pletiva, kterd interferujici latky
akumuluji po vystaveni environmentalnimu stresu. Ve studii analyzujici pfitomnost interferujicich
latek pfi méreni MDA, Wang et al., (2013) prokazali, Ze pro vétSinu experimentalnich rostlinnych

druh( je nejvhodnéjsi extrakéni médium TCA.

Extrakce

1. Vzorek jsem vyjmula z mraziciho boxu, kde byl uchovavan pfiteploté — 83 °C a prenesla jej
v tekutém dusiku, abych zabrdnila jeho rozmrazeni a dodate¢nému poskozeni.

2. Vzorek jsem za postupného pridavani roztoku ethanolu dikladné rozetfela ve vychlazené treci
misce pomoci tekutého N,. MnoiZstvi ethanolu jsem pfidala dle hmotnosti vzorku
v poméru 40 mg: 1 ml. Pro dukladnéjsi extrakci jsem pridala i morsky pisek (Lachema). Takto
pfipraveny vzorek jsem prelila do mikrozkumavky, umistila na led a nechala 20 min sonikovat

(Tesla UC 006 DM1, Orava, Ceskoslovensko).
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Reakce s TBA

1. Centrifugace pfi 14 000xg, 20 min pfi 4 °C (Sigma 3K30, U.K.). Ze supernatantu jsem odpipetovala
0,65 ml do dvou mikrozkumavek a pfidala 20% TCA/TBA+ nebo 20% TCA/TBA- vidy do jedné
z nich v poméru 1:1. Supernatant: TCA+/- = 0,65 ml: 0,65 ml.

2. Obsah jsem protfepala a umistila mikrozkumavky do dri-blocku s teplotou 95 °C na 25 min. Poté
jsem je ochladila ponofenim do ledu na cca 3 min a centrifugovala pfi 14 000xg, 20 min pfi 4 °C
(Sigma 3K30).

3. Supernatant jsem umistila do spektrofotometrické mikrokyvety a jako blank pouzila dH,0. Na
spektrofotometru (Hitachi U3300, Tokyo, Japonsko) jsem odecetla absorbanci pfi vinové délce
440 nm, 532 nm, 600 nm a vypocetla koncentraci MDA dle nasledujicich vzorcl. Vysledné

mnozstvi MDA jsem vyjadfila jako nmol - ml™.

A= [(AbS 532+TBA — Abs 600+TBA) - (AbS 532—TBA — Abs 600—TBA)]

B = [(AbS 440+TBA — Abs 600+TBA) * 0,0571]

Cympal[nmol - ml~1] = [(A — B/157000) * 10°]

7.4. Méreni obsahu karbonylovych skupin u proteinid podle Levine et al., (1990)

Roztoky:
Izolacni pufr (pH =7)
0,2 M Na,HPOQ,; 0,2 M NaH,P0O,; 2 mM EDTA; 0,01 mM fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

10 % streptomycinsulfat v 50 mM HEPES (pH =7,2)
10 mM 2,4 - dinitrofenylhydrazin (DNPH) v 2 M HCI

ethanol : ethylacetat (1: 1)

6 M guanidin
20 mM KH,PO, (pH=2,3) — titrace pomoci koncentrované kyseliny trifluoroctové (TFA); 6 M guanidin
(guanidin hydrochlorid G4505-100G, Sigma-Aldrich, MO, USA)

Metoda vyuZivd schopnosti DNPH vazat se na karbonylové skupiny proteinli. Touto reakci

vznika dinitrofenylhydrazon, ktery se stanovuje spektrofotometricky pfi vinové délce 365 nm. Oxidaci
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proteind mlzZeme fadit mezi posttranslaéni kovalentni modifikace. Karbonylové skupiny vznikaji na
aminokyselinovych fetézcich protein( pfi jejich reakci s volnymi kyslikovymi radikaly a jejich mnoZstvi

odpovida mire oxidacniho poskozeni.

Izolace proteint

1. Vzorek jsem vyjmula z mraziciho boxu (-83 °C) a prenesla jej v tekutém N,, aby nedoslo k jeho
rozmrazeni a dodateénému poskozeni. Rozetfela jsem ho ve vychlazené treci misce pomoci
tekutého N, na prasek a pridala izolacni pufr (pH=7) dle hmotnosti vzorku v poméru 1 g: 5 ml
pufru.

2. Vzniklou smés jsem prelila do nechlazené plastové kyvety a centrifugovala pfi 15 000xg, 25 min,
pfi 4 °C (Sigma 3K30). Tim doslo k oddéleni rozpustné ¢asti proteind od membranové.

3. Sediment jsem odstranila a ze supernatantu odpipetovala 100 ul do mikrozkumavky pro

stanoveni obsahu rozpustnych proteinli (metodou podle Bradford, 1976).

Odstranéni nukleovych kyselin
V dalsim kroku bylo nutné odstranit nukleové kyseliny. Ty také obsahuji karbonylové skupiny,
které by mohly reagovat s DNPH a poskytovat nadhodnocené vysledky pro oxidacné modifikované

proteiny.

1. Do plastové kyvety jsem odpipetovala 9 dilG supernatantu (2,7 ml) a 1 dil (0,3 ml) 10% sulfatu
streptomycinu v 50 mM HEPES (pH=7,2). Streptomycin sulfat vaze a srazi nukleové kyseliny.

2. Kyvety jsem umistila na led a nechala na tfepacce (150 ot/min) 15 min. Poté jsem je dala
centrifugovat pfi 15 000xg, 10 min pfi 4 °C (Sigma 3K30) a sediment i tentokrat odstranila.

3. Ze supernatantu jsem odpipetovala vidy 500 pl do c¢tyf mikrozkumavek. Do kazdé jsem pfidala
500 pl 20% TCA, kterd srazi proteiny, a nechala centrifugovat pfi 11 000xg, 15 min pfi 4 °C (Sigma

3K30). Supernatant jsem odstranila.

Barveni DNPH

1. Pro barveni DNPH jsem vybrala tfi mikrozkumavky a ptidala do nich 500 pl 10 mM DNPH v 2 M
HCI. Ctvrtou mikrozkumavku jsem vedla jako blank a napipetovala do ni 500 ul HCI. Vzniklou
srazeninu jsem dlkladné rozetrela, aby se barvivo Iépe dostalo ke viem proteinim.

2. Vzorky jsem nechala za laboratorni teploty na tfepacce (150 ot/min) po dobu 1 hod. Kazdych 15
min jsem vzorky navic protiepala.

3. Po hodiné jsem do mikrozkumavek pfidala 500 ul 20% TCA a dala je centrifugovat pfi 11 000xg, 5

min pfi laboratorni teploté (Sigma 3K30). Supernatant jsem odstranila.
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4. Ksedimentu jsem pridala 1 ml smési ethanol:ethylacetat (1:1), aby se odstranilo volné barvivo.
Vzorky jsem nechala 10 min stat pti laboratorni teploté a poté centrifugovala pfi 14 000xg, 5 min
pfi 21°C (Sigma 3K30). Promyti ethanol:ethylacetdtem jsem zopakovala trikrat.

5. Po odstranéni barviva jsem k sedimentu napipetovala 600 pul 6 M guanidinu a nechala vzorky
inkubovat 15 min pfi teploté 37 °C. Timto krokem doslo k rozpusténi protein(.

6. Centrifugace pfi 14 000xg, 5 min pfi 21°C (Sigma 3K30). Odstranila jsem sediment a supernatant
napipetovala do spektrofotometrické mikrokyvety. Blank jsem umistila jako referenci a méfila
absorbanci vzork( pti vinové délce 365 nm.

7. Pro vypocet obsahu karbonylovych skupin jsem pouzila molarni absorpéni koeficient € = 22 000

M™-cm™. Vysledek jsem vyjadiovala jako nmol karbonylu - mg proteinu.

¢ [nmol - ml~1] = Abs 365 (vzorek — blank) * 10°

7.5. Urceni aktivity CAT dle Chance and Maehly (1955) a APX dle Nakano et al., (1981)

Roztoky CAT:
ExtrakEni pufr
0,1 M Tris-HCI (pH = 7,8); 1 mM dithiothreitol (DTT); 1 mM EDTA Na,; 1 % Triton X-100; 5 mM

kyselina askorbova

0,1 M fosfatovy pufr (pH = 7)
0,2 M Na,HPO, (x); 0,2 M NaH,P0O, (y); 39 ml x + 61 ml y — fedit na 200 ml

60 mM H,0,

Roztoky APX:

Extrakéni pufr — stejny jako pro CAT; + 5 mM Na — askorbat

0,1 M Hepes - EDTA pufr (pH = 7)
V =500 ml-11,91 g Hepes ; 18,6 mg Na,EDTA

30 mM Na-askorbat
176 mM H,0,

36



Extrakce a centrifugace

1.

Vzorek, ktery byl po inkubaci uchovan v mrazadku za teploty — 83 °C, jsem vyjmula a pfenesla
v Dewarové nddobé s tekutym N,. Mezitim jsem v mrazaku pfi teploté — 20 °C dala vychladit treci
misky s tloucky.

Vzorek jsem na chvili ponofila do tekutého N, a po vyndani jej kleStémi rozdrtila jesté v alobalu.
Presypala jsem jej do vychlazené misky a za sucha tfela na prasek.

Poté jsem pridala extrakéni pufr v poméru 5: 1 (v:w) Cerstvé hmotnosti. Vzorek jsem prelila do
centrifugaéni plastové kyvety, umistila do nadoby s ledem, prikryla jej ¢ernou latkou a nechala
30 min stat.

Centrifugace pfi 14 000xg; 10 min pfi 2 °C (Sigma 3K30).

Do nadoby s ledem jsem si pripravila zkumavky a jednotlivé vzorky slila do pfislusné zkumavky
pres 4 vrstvy gazy. Do mikrozkumavky jsem odebrala 30 pl supernatantu na stanoveni bilkovin.

(Metoda dle Bradford, 1976).

Spektrofotometrické stanoveni aktivity CAT a APX na spektrofotometru Hitachi U3300

1. Celé méfeni jsem provadéla v michanych termostatovych kyvetach pfi 25 °C. Pro referenci jsem
pouzila dH,0 a vzorek pfipravila dle Tab. 4.; nebo Tab. 5. Jako posledni jsem pfidala H,0, a
michadlo. Pfed samotnym mérenim jsem vzorek protfepala za pomoci parafilmu.

2. Meéreni po dobu 1 min jsem opakovala 4x pro dany vzorek za pouziti jedné reference. Pozorovala
jsem ubytek absorbance H,0, mezi 20. a 40. vtefinou, nebo v ¢asti kFivky, kde byl Ubytek linearni,
ale vidy v ¢asovém Useku 20 vteftin.

3. To vse pfi vinové délce 240 nm (CAT). Pro vypocet aktivity kataldzy jsem pouZila extinkéni
koeficient H,0, pfi 240 nm o hodnoté € = 39,4 M™ cm™ . Vysledek jsem vyjadfila ubytkem H,0,
v jednotkach pM H,0, min™ - mg proteinu.

4. V pfipadé APX jsem pro vycet pouZila extinkéni koeficient 2,8 mM™ cm™ a sledovala Gbytek
askorbatu p¥i 290 nm. Vysledek je vyjadien jako M ASC min™ - mg proteinu.

konecna konc. | reference [ml] | vzorek [ml]
0,1 M fosfatovy pufr pH 7 0,1M 2,9 2,4
extrakt 0,1 0,1
60 mM H,0, 10 mM - 0,5 ml

Tab. 4. SloZeni vzorku a reference pro méreni enzymatické aktivity katalazy.

Act [uM H,0, min~! - mg protein] = AAbs *3 - £ - d
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konecna konc. reference vzorek
0,1 M Hepes - EDTA pufr pH 7 0,1M 2,935 ml 2,835 ml
30 mM Na-askorbat 0,5mM 50 pl 50 pl
extrakt - 100 pl
176 mM H,0, 0,88 mM 15 pl 15 pl

Tab. 5. SloZeni vzorku a reference pro méreni enzymatické aktivity askorbatperoxidazy.

Act [uM ASC min~! - mg protein] = AAbs -3 - £ - d

d = tloustka kyvety (prostfedi, ve kterém dochazi k zeslabovani — absorbanci prochazejiciho zareni)

7.6. Méfeni stability plasmatické membrany Yun et al. (2000)

Integritu plasmatické membrany inkubovanych listovych fragmentl jsem stanovovala
konduktometricky na zadkladé méreni zmén vodivosti roztok( herbicidd o rlzné koncentraci. V
neposkozenych burnkach prochazi skrze plasmatickou membranu pouze omezené mnoizstvi iontl. Za
nepfriznivych Ci stresovych podminek dochdazi mj. k poskozeni plasmatické membrany a nasledné k

vyliti iont do okolniho prostredi, coz vede ke zvyseni vodivosti roztoku.

1. Listové fragmenty jsem po inkubaci vyjmula z Petriho misek. Jednotlivé roztoky herbicidi o rizné
koncentraci jsem slila do sklenénych scintilacnich lahvi¢ek (V = 50 ml) a u kazdého zméfrila jeho
vodivost (C;) pomoci konduktometru (Conductivity meter 4520, Jenway, Esex UK).

2. Ke slitym roztokim jsem zpét pridala pfislusné listové fragmenty. Lahvicky jsem pretahla
alobalem a dala autokldvovat pfi 120°C po dobu 20 min (Chirana PS20A, Czechoslovakia), aby
doslo k uvolnéni veskerych iont(l a bunécnych solutd.

3. Poté jsem méfila jejich vodivost (C;) a vypocitala hodnotu integrity membrany a index jeji stability

(MSI).

relativni poskozeni integrity membrany = C;/C¢* 100

MSI [%] = [1 — (C;/Cp)] * 100
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7.7. Stanoveni proteind (podle Bradford, 1976)

Roztoky:
Hovézi sérovy albumin (BSA)

Standardni koncentrace: 1,45 mg BSA - mI™ (0 — 14,5 pg - ml™)

Bradford reagent (B6916, Sigma-Aldrich, MO, USA)

Principem metody je adsorpcni vazba barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu
proteinu Ucinkem Van der Waalsovych sil a hydrofébnich interakci. Vysledkem této reakce je modré
zabarveni roztoku, jehozZ intenzita odpovida koncentraci protein(i. Samotnd koncentrace proteind je

spektrofotometricky stanovena pfti vinové délce 595 nm.

Kalibracni kfivka

1. Do mikrozkumavek jsem pfipravila triplikaty standardd s BSA pro kalibraéni kfivku dle Tab. 6.

2. Protfepala jsem je a nejdfive po 5 min zméfila jejich absorbanci pfi 595 nm.

3. Dle Tab. 7. jsem v triplikdtech napipetovala vzorky a nasledné zméfila jejich absorbanci pfi

595 nm. Koncentraci proteint jsem vyjadfila v ug - ml™.

BSA [l] H,0 [ul] Bradford. &inidlo [ul] | koncentrace proteinG [pg:mi™]
0 800 200 0
1 799 200 1,45
2,5 797,5 200 3,26
5 795 200 7,25
7,5 792,5 200 10,88
10 790 200 14,5

Tab. 6. SloZeni standardU pro spektrofotometrické méreni obsahu proteind.

Vzorek [pl]

H,O [ul]

Bradford. Cinidlo [ul]

5

795

200

Tab. 7. SloZeni vzorku pro méfeni obsahu proteint.




7.8. Histochemicka lokalizace ROS pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie

Roztoky:
0,001% (w/v) karboxydichlorofluorescein diacetat (karboxy-DCFDA) v PBS

PBS (pH =7,4)
0,05 M Na,HPO,; 0,9% NaCl

Karboxy-DCFDA pronikne plasmatickou membranou a uvnitf bunék je pomoci specifickych
esteraz konvertovan na nefluorescencni dlichlorofluorescein (DCF), ktery témér neprochazi zpét a
nefluoreskuje. Tato forma je oxidovana bunécnym H,0, spolu s dalSimi peroxidy (Tarpey et al., 2004).
Fluorescencni produkt DCF (excitace pti 488 nm, emise pfi 505-530 nm) a fluorescence chlorofylu

(emise pti 680-730 nm) je pozorovatelna pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu.

Inkubace a barveni

1. Cerstvé vzorky dospélych plné vyvinutych tabakovych listl o ploe cca 400 mm? byly pFes noc
inkubovany v roztocich o rdizné koncentraci MV (0 uM, 20 uM, 50 uM, 80 uM, 100 uM MV) nebo
3-AT (0 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM 3-AT). Vzorky oSetfeny MV byly rano navic inkubovany 1 hod
na svétle 150 pmol PAR m? s™. Véechny vzorky byly nasledné promyty dH,O a ihned nafezany
Ziletkou.

2. Rucné udélané pricné fezy tabakovych listli byly inkubovany pti 25°C ve tmé spolu s 0,001%
karboxy-DCFDA v PBS po dobu 1 hod. Rezy pak byly dvakrat promyty v PBS a pozorovény pomoci

konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu (Zeiss LSM 5).

7.9. Statistika

Data jsem graficky a statisticky analyzovala v programu GraphPad Prism 6/ GraphPad InStat
(GraphPad Software, Inc. San Diego, USA). Hodnoty v grafech vyjadfuji primér + smérodatnou
odchylku (SD) z daného poctu nezavislych biologickych méreni (n). Pro zjisténi trendl jsem provedla
korela¢ni analyzu a hledala linearni zavislosti. Rozdily priiméri mezi kontrolou a oSetfenymi
skupinami jsem zhodnotila pomoci one-way ANOVA analyzy. Pfi hladiné vyznamnosti P < 0,05 jsem
pouzila Dunnett’s test pro srovnani mezi oSetfenymi a kontrolni skupinou. Pro zhodnoceni

signifikantnich rozdil(i mezi jednotlivymi skupinami jsem pouzila Tukey’s test (P < 0,05).
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8. Vysledky
8.1. Poskozeni jaderné DNA
K analyze poskozeni jaderné DNA ucinkem specifickych herbicidl jsem pouZzila kometovy test,
znamy také pod zkratkou SCGE (single cell gel electrophoresis). Jednd se o metodu vyuzivajici
elektroforézy a mikroskopie pro detekci oxidacniho poskozeni DNA v jednotlivych bunkach. V tomto
pripadé se jednalo o alkalickou verzi testu (A/A) — kdy rozvolfiovani poskozené DNA i nasledna

elektroforéza probihaji v alkalickém (pH > 13) prostredi.

8.1.1. Optimalizace kometového testu a vybér pokusné rostliny

Pro ucely mé studie byl plvodné jako pokusna rostlina vybran fazol (Phaseolus vulgaris L.),
nicméné po zkusebnich pokusech se ukazalo, Ze kometovy test ve své alkalické verzi neni u tohoto
druhu pro detekci poskozeni DNA vhodny. Pfipravna faze na elektroforézu tzv. ,unwinding time*,
béhem které dochazi k rozvolnéni poskozené DNA, jiz pfi délce 5 min zpUsobovala rozpad jader a pfi
pozorovani pod fluorescenénim mikroskopem nebylo co hodnotit. Veskeré pokusy jsem ndsledné
provadéla na tabaku (N. tabacum, cv. Xanthi).

Vysledkem optimalizace jsme nalezli tyto podminky pro Uspésny alkalicky kometovy test:
ponechani vzorkl v elektroforetickém pufru pfed elektroforézou pro rozvolnéni poskozené DNA 10

min pfi 4° C, pH > 13; elektroforéza pfi 4° C, 26 V, 300 mA po dobu 25 min.

8.1.2. Efekt herbicidu MV na jadernou DNA

Pro herbicid MV jsem na zakladé predbéznych pokusd stanovila koncentraéni fadu: 0; 10; 20;
50; 80 a 100 uM. Osetreni listovych fragmentl témito koncentracemi vedlo k detekovatelnému
poskozeni DNA, jehoZ hodnota je zndzornéna nize (Obr. 6A) Mira poskozeni je vyjadiena jako tail
moment (TM) (= tail length (um) x tail DNA (%) / 100 %) viz Obr. 6C. ,Tail” neboli ocas komety je
vysledkem migrace zlom0 DNA v agardze na sklicku béhem elektroforézy (Obr. 6, Obr. 7.).

TM spolu se zvysujici se koncentraci MV narustal. Vsechny hodnoty TM u stresovanych rostlin
byly signifikantné vyssi oproti kontrole (3,78 + 1,88 um). Prezentované vysledky vykazuji silnou
pozitivni linedrni zavislost (r = 0,93) mezi mirou oxida¢niho poskozeni jaderné DNA a koncentraci MV.
Nejvyssi hodnotu TM (106, 87 + 6,88 um) jsem naméfila po pouziti koncentrace 80 uM MV. Oproti
tomu TM po aplikaci 100 uM (94,75 + 7,20 um) byl oproti zminéné hodnoté u 80 uM signifikantné

nizsi.
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8.1.3. Efekt herbicidu 3-AT na jadernou DNA

Koncentracni rfadu 3-AT pro dalsi pokusy jsem opét na zakladé predbéznych pokusl urdila
nasledovné: 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 mM. Hodnoty TM u vSech stresovanych rostlin byly signifikantné
vySsi oproti kontrole (3,23 + 0,45 um), znazornéno v Obr. 6B. Vzristajici TM spolu s koncentraci 3-AT
naznacuje pozitivni korelaci mezi mirou oxidacniho poskozeni jaderné DNA a koncentraci 3-AT, kdy
nejvyssi TM (53,20 £ 2,59 um) jsem namérila pro pouzitou koncentraci 2mM. Nicméné nejedna se o
linearni zdvislost jako v pripadé MV. Celkové TM namérené po osSetfeni 3-AT byly oproti tém
ziskanym po aplikaci MV nizsi. Nicméné pouziti vysSich koncentraci 5; 10; 20 mM 3-AT vedlo
k formaci komet, které nebylo mozno spolehlivé ohodnotit anebo pfimo k degradaci jader. Efekt MV
mél tedy v porovnani s 3-AT na bunécna jadra negativnéjsi efekt a v fadové nizsich koncentracich

zpUsoboval vaznéjsi poskozeni jaderné DNA.
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Obr. 6. Poskozeni jaderné DNA vyjadrené jako TM.

Listové fragmenty oSetfeny koncentracni fadou A) MV; B) 3-AT. Data reprezentuji pridméry + SD z nezavislych
biologickych opakovani; n=5. * hodnota prikazné vyssi (P<0,05) neZ kontrola. ** prlikazné nizsi (P<0,05) nez
TM pfi osetfeni 80 um MV. C) Kometa a jeji ¢asti ,head” hlava a ,tail“ ocas. Foto: Gichner et al. Laborator
mutaéni genetiky UEB AV CR .
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Obr. 7. Komety jader z tabakovych listd dokumentujici narlstajici poSkozeni DNA. A) Kontrola.
Foto: Gichner et al. LaboratoF mutaéni genetiky, UEB AV CR.

8.2. Peroxidace lipid( a stabilita membran
K peroxidaci nenasycenych MK dochazi zejména Gcinkem volnych kyslikovych radikall, kdy se
spousti fetézova reakce, autooxidace, ale i enzymatickou reakci uc¢inkem napft. lipoxygendzy v ramci
bunéénych membran. Jako jeden z druhotnych stabilnich produkt( vznikd MDA, ktery se vyuZiva jako

marker oxida¢niho stresu.

8.2.1. Peroxidace lipidi po osetfeni MV
Hodnoty MDA zprvu vykazovaly pozitivni trend spolu se zvysujici se koncentraci MV (Obr. 8A).
Nejvyssi hladinu MDA, 0,42 nmol-ml™, jsem naméfila po aplikaci 50 uM MV a jednalo se o jedinou
hodnotu, ktera se signifikantné liSila od kontroly. Vyssi koncentrace MV nezpUsobily vyraznéjsi
peroxidaci lipidQ, naopak doslo k mirnému poklesu hladin MDA. Namérené hodnoty se mezi sebou
vyznamné nelisily. Nicméné celkové zmény obsahu MDA byly velice nizké a nelze dle nich usuzovat,

Ze by v bunkach dochazelo k oxidacnimu poskozeni lipid(.

8.2.2. Peroxidace lipidl po osetieni 3-AT
Hladina MDA po osetieni 3-AT pozitivné korelovala se stoupajici koncentraci 3-AT, kdy nejvyssi
hladinu, 0,45 nmol-ml?, jsem detekovala v ptipadé koncentrace 2 mM (Obr. 8B). U koncentraci 1 a
2 mM 3-AT byly hladiny MDA signifikantné vy3si neZ kontrola. Jednotlivé hodnoty se od sebe
vyznamné nelisily a stejné jako v pfipadé aplikace MV, ani v tomto ptipadé z celkovych hodnot nelze

usoudit, Ze by v dlsledku oxidacniho stresu doslo k poskozeni lipidd.
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8.2.3. Stabilita membran

Oxidacni poskozeni navozené herbicidy MV a 3-AT je dokumentovano na iontové propustnosti

bunéénych membrdn (Obr. 9). Vysledky ukazuji pozitivni linedrni zdvislost miry poskozeni na

zvysujicich se koncentracich (r = 0,86; MV / r = 0,93; 3-AT). Nejvyssi hladiny propustnosti pro ionty u

100 pM MV a 2 mM 3-AT Ccinily 25 % a 31 %, coZz bylo v obou pfipadech signifikantné vice nez u

prislusné kontroly. Hladina poskozeni u kontrolnich vzork( (6 %; MV/3-AT) byla pravdépodobné

zpUsobena samotnou manipulaci pfi provadéni pokusu.

Vysledné hodnoty poukazuji na zna¢né naruseni bunécné rovnovahy, nicméné nelze specificky

urcit druh poskozeni. Zajimavé je, Ze neexistuje korelace mezi membranovym poskozenim a

peroxidaci lipidd.
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Obr. 8.Peroxidace lipidli vyjadiena hodnotou MDA.
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Listové fragmenty oSetfeny koncentracni fadou A) MV; B) 3-AT. Data reprezentuji priméry = SD z nezavislych
biologickych opakovani; n=9. * hodnota prlikazné vyssi (P<0,05) nez kontrola.
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Listové fragmenty oSetfeny koncentracni fadou A) MV; B) 3-AT. Data reprezentuji priméry = SD z nezavislych
biologickych opakovani; n=5. Symbol *znaci hodnotu prikazné vyssi (P<0,05) nez kontrola.
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8.3. Oxidacni poskozeni proteint
8.3.1. A"

Aplikace MV vedla k oxidaénim zménam proteinl vyjadirenym pomoci obsahu karbonylovych
skupin (C=0) ve vzorku (Obr. 10A). Vysledky neprokazuji linedrni zavislost mezi mirou poskozeni a
zvysujici se koncentraci. Jednd se spiSe o zavislost exponencialni, kdy nejvyssi hladina C=0 pfi pouziti
100 pM ¢inila 3,3 umol (C=0) - mg™ proteinu. Signifikantn& vyssi hladiny karbonylovanych proteinti

evvs

poskozeni.

8.3.2. 3-AT
koncentrace 0,1 mM zpUsobila signifikantni nartst karbonylace proteinl oproti kontrole, coZ ukazuje
na silny acinek 3-AT. Nicméné pti zvysSujicich se koncentracich jiz oxida¢ni poskozeni vyznamné
nenar(stalo. Nejvy3si hladinu C=0 jsem naméfila po aplikaci 2 mM, a to 1,02 pmol (C=0) - mg*
proteinu, coZ je hodnota radoveé 3,5 x nizsi oproti maximu po aplikaci MV. Z vysledk( Ize usuzovat, Ze

proteiny byly celkové oxidacné vice poSkozeny MV.

8.4. Antioxidacni systém — CAT, APX
8.4.1. CAT a MV
Aplikace MV vedla k modifikaci fungovani antioxida¢niho systému. | kdyz tento herbicid pUsobi
primarné produkci O,” v chloroplastech (Babbs et al., 1989), jednotlivé ROS jsou spolu uzce
propojeny a dochazi k jejich rychlé vzajemné preméné. Aktivita CAT nevykazovala Zadnou prikaznou
linedrni zavislost na koncentraci MV (Obr. 11A). | kdyZ je mozZno pozorovat urcity snizujici se trend pfi
aplikaci vyssich koncentraci MV a aktivita CAT byla pro 100 uM MV signifikantné nizsi neZ u kontroly.

V ramci celé koncentracni fady doslo k dvojnasobnému snizeni aktivity CAT.

8.4.2. CAT a jeji inhibice 3-AT
koncentrace 0,1 mM vedlo kvyznamnému poklesu schopnosti CAT likvidovat H,0,. Vysledky
naznacuji exponencialni zavislost mezi snizujici se aktivitou CAT a nar(stajici koncentraci 3-AT. PouZiti
3-AT tedy vedlo k signifikantni inhibici CAT, kdy v ramci koncentracni fady doslo radové k poklesu
9,5x. Jeji schopnost konvertovat H,0, na H,0 byla pfi maximu 3-AT fadové 3x nizsi neZ po aplikaci

100 uM MV.
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8.4.3. APX a jeji ovlivnéni MV
koncentrace, 10 uM, vedla k signifikantnimu poklesu jeji aktivity oproti kontrole (Obr. 12A). Oproti
tomu 20 uM vedlo k obnoveni jeji aktivity témér na hodnotu u kontroly. Vyssi koncentrace vedly opét
ke zménam, které se signifikantné liSily od kontrolni skupiny. Lze vypozorovat jisty negativni trend
zavislosti aktivity APX na zvySujici se koncentraci MV. Nicméné jeji ¢innost nevykazovala v rdmci
koncentraéni fady linearni zavislost. Jeji maximalni aktivitu jsem naméfila u kontrolni skupiny a

aplikace 100 uM zpUsobila Fadoveé 1,5x pokles aktivity.

8.4.4. APX a 3-AT
Ucinky 3-AT na aktivitu APX byly oproti MV ¢aste¢né odligné (Obr. 12B). V ramci koncentraéni
fady neni viditelna Zadna linedrni zavislost ani jednoznacny trend modulace aktivity. Nicméné nizké
koncentrace 3-AT vedly k tvorbé maxima, kdy po aplikaci 0,1 mM doslo k signifikantnimu nardstu
aktivity na jeji nejvyssi hodnotu a oSetfeni 0,2 mM znamenalo jeji pokles na hodnotu témér kontrolni.
Minimalni aktivitu jsem naméfila u 0,5 mM a celkovy pokles byl fadové 2,5x. U vyssich pouzitych

koncentraci je pozorovatelny opétovny narust aktivity APX.

A) B)
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koncentrace MV [uM] koncentrace 3-AT [mM]

Obr. 10. Oxida¢ni poSkozeni proteint vyjadieno obsahem karbonylovych skupin (C=0).
Listové fragmenty osetfeny koncentraéni fradou A) MV; B) 3-AT. Data reprezentuji priiméry + SD z nezavislych
biologickych opakovani; n=6. Symbol *znaci hodnotu prikazné vyssi (P<0,05) neZ kontrola.
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Obr. 11. Aktivita CAT

Listové fragmenty osetieny koncentracni fadou A) MV; B) 3-AT. Data reprezentuji priméry + SD z nezavislych
biologickych opakovani; n=5. Symbol *znaci hodnotu prikazné nizsi (P<0,05) neZ kontrola.
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Obr. 12. Aktivita APX

Listové fragmenty oSetreny koncentracni fadou A) MV; B) 3-AT. Data reprezentuji priméry = SD z nezavislych
biologickych opakovani; n=3. Symbol *znaci hodnotu prlkazné nizsi (P<0,05) neZ kontrola.

8.5. Fluorescencni vizualizace ROS

Konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii jsem vyuzila k tomu, abych v tabakovych burkach
vizualizovala vznikajici ROS v dlsledku inkubace s herbicidy. Pavodni predpoklad byl, Ze karboxy-
DCFDA je dostatecné specifickym fluorescenénim barvivem pro H,0, a bude mozné sledovat urcitou
zavislost jeho produkce na pouzitych koncentracich herbicidd. Dalsim predpokladem bylo, Ze bude
mozné odlisit specifickd mista vzniku H,0,. V pfipadé MV chloroplasty, u 3-AT peroxizémy, popf.
cytoplazma.

Obrazova dokumentace z konfokalniho mikroskopu - Mgr. Renata Schnablova, Ph.D, UEB AV
CR (nepublikované vysledky).
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8.5.1. MV a ROS

Listové fragmenty inkubované po dobu 16 hod pouze v dH,0 a nasledné 1 hod na svétle
poslouzily jako kontrola k fragmentlm inkubovanym v roztocich MV. Pfiéné fezy ziskané z list(
inkubovanych v dH,0 a béhem barveni inkubované pouze v PBS a ne ve fluorescenéni barvé karboxy-
DCFDA poslouzily jako kontrola proti samotné fluorescencni barvé (Obr. 13A). Snimky pficnych fezl
zobrazuji nejcastéji vrstvy bunék palisddového parenchymu. V nékterych pripadech je viditelna i
vrstva parenchymu houbového. Zobrazku (Obr. 13A) je vidét, Ze samotnd autofluorescence
tabakového listu vyznamné nezasahovala do emisniho spektra DCF a u této kontroly barveni tak neni
viditelné zelené pozadi.

Na detailu tabakovych bunék po osetfeni 50 uM MV (Obr. 13B) je zeleny signal pfednostné
lokalizovan do nasténné cytoplazmy a nejspise peroxizdmu (malé, jasné ohrani¢ené kulovité atvary —
viz Sipky). Nejlépe patrna specifickd produkce ROS je viditelnd u bunék palisadového parenchymu
oSetfenych 80 uM MV, kde miZeme pozorovat vyrazné zelené zbarveni odpovidajici navysené
koncentraci ROS v samotnych chloroplastech ¢i jejich bezprosttedni blizkosti (Obr. 13C). Vyrazny
zeleny signal, poukazujici na vyssi obsah ROS, je mozno vidét i v bunécnych sténach. U bunék
oSetrenych nejvyssi koncentraci, 100 uM MV, je zeleny signal kolokalizovdn s chloroplasty (viz Sipky)
spolu s jejich nejblizsim okolim a ¢astec¢né s peroxizémy (Obr. 13D).

Fluorescenc¢ni obraz kontrolnich tabakovych listl ukazuje, Ze nedoslo k zadné specifické
produkci ROS (Obr. 14B). Slaby zeleny signal naznadujici jistou miru akumulace ROS byl
pravdépodobné zplsoben manipulaci se vzorkem. Sipka ukazuje na xylémovou cévu, ktera je dobie
viditelnd a zeleny signal je spojen s procesem lignifikace, pfi kterém se uplatiiuje H,0, i dalsi latky
vystupujici jako oxidanty (Obr. 14B). Nejvyssi koncentrace 100 uM MV vedla produkci ROS k silnému
oxida¢nimu stresu (Obr. 15C). Zeleny signal je lokalizovdan vylu¢né do prostoru cytoplazmy a
v bunkach palisadového parenchymu jsou jasné viditelné vakuoly bez jakéhokoli signalu (Obr. 15B).
V tomto pfipadé nedoslo ke kolokalizaci signdlu s Zddnou bunécnou organelou jako peroxizomy (i
chloroplasty. Snimek vypovida o celkové zméné redoxniho stavu bunék, kdy je vidét, Ze osetfeni MV
vedlo k detekovatelnému oxidacnimu stresu v porovnani s kontrolou (Obr. 14). Pro porovnani, pfi¢né
fezy na Obr. 15 a Obr. 13D pochazely ze stejného listového fragmentu. Mizeme vidét velky rozdil
v zelené fluorescenci i pti oSetfeni stejnou koncentraci MV. Nekonkrétni lokalizace do urcité
organely, slabsi zeleny signdl u nékterych fezl ¢i velké rozdily mezi zelenou fluorescenci u fezl
oSetrenych stejnou koncentraci herbicidu mohl byt zplsoben rychlou difuzi ROS v ramci buriky, napf.

u MV z chloroplastu do cytoplazmy.
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Obr. 13. Snimky pricnych fezd (zejména palisddového parenchymu) listl tabaku, N. tabacum cv. Xanthi. Listové
fragmenty byly inkubovany po dobu 16 hod v roztocich MV o koncentraci A) 0 uM. B) 50 uM. C) 80 uM. D) 100
UM. Nasledovala inkubace na svétle (1 hod pfi 150 umol PAR m’ s™1). Vybrané pfi¢né fezy byly odetfeny 0,001%
karboxy-DCFDA, ponechany 1 hod ve tmé a nasledné promyty v PBS, nebo ponechany po celou dobu pouze
v PBS (A). Cervend autofluorescence chlorofylG v chloroplastech, zelena znazorfiuje ROS vznikajici v burikach.
Bilé Sipky ukazuji peroxizdmy. Méfitko odpovida vzdalenosti 50 um.
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Obr. 14. Pricné fezy listy tabdku N. tabacum cv. Xanthi. Listové fragmenty byly inkubovany po dobu 16 hod
v dH,0, slouzici jako kontrola. Nasledovala inkubace na svétle (1 hod pfi 150 umol PAR m’ s). PFigny fez
odetfen 0,001% karboxy-DCFDA a ponechan 1 hod ve tmé, nésledné promyt v PBS. A) Cervend odpovida
autofluorescenci chlorofyld v chloroplastech. B) Zelena specificky barvici vznikajici ROS. C) Spojeni jednotlivych
barevnych kanald konfokalniho mikroskopu. Méfitko odpovida vzdalenosti 50 pm.
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Obr. 15. Pricné tezy listy tabaku N. tabacum cv. Xanthi. Listové fragmenty inkubovany po dobu 16 hod
v roztoku MV o koncentraci 100 uM. Nasledovala inkubace na svétle (1 hod pti 150 umol PAR m’ s™). PFitny fez
odetfen 0,001% karboxy-DCFDA a ponechan 1 hod ve tmé, nésledné promyt v PBS. A) Cervend odpovida
autofluorescenci chlorofyld v chloroplastech. B) Zelena specificky barvici vznikajici ROS. C) Spojeni jednotlivych
barevnych kanall konfokalniho mikroskopu. Méritko odpovida velikosti 50 um.
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8.5.2. 3-AT a oxidacni stres

Snimky pfiénych fezl listem tabaku zobrazuji vrstvy palisdadového a houbového parenchymu
s typicky ¢ervenymi chloroplasty, coZ je zpUsobeno jejich autofluorescenci (Obr. 16A, B, C). Pricné
fezy z fragment( inkubovanych v dH,0 a obarvenych karboxy-DCFDA poslouZily jako kontrola oproti
barvenym fezlim z listl inkubovanych v roztocich 3-AT. Na kontrolnim snimku nelze v bunkach vidét
zeleny signal, coz potvrzuje, Zze nedoslo k signifikantni produkci ROS. Nicméné signal je pozorovatelny
ve vnéjsich sténach svrchnich pokozkovych bunék (Obr. 16A). V pripadé bunék osetfenych 0,5 mM
Ize pozorovat urcitou zvysenou hladinu zeleného signalu, tudiz jiz tato koncentrace vedla k produkci
ROS, i kdy? je té7ké urcit konkrétni lokalizaci. Sipka poukazuje na xylémovou cévu, kde zelené
zbarveni odpovida lignifikovanym ¢astem bunécné stény (Obr. 16B).

Koncentrace 1 mM 3-AT vedla rovnéz k indukci oxidacniho stresu, jelikozZ je na snimku viditelny
jasny signal (Obr. 16C). Ani u tohoto fezu ale nejde s jistotou fici, kde konkrétné k produkci ROS
doslo. Na detailu bunék palisddového parenchymu osetfenych 2 mM 3-AT jiz mUZeme vidét
peroxizomy, které byly pravdépodobné zdrojem H,0, a na snimku jim odpovida silny zeleny signal,
viz Sipky (Obr. 16D). 3-AT vedl v burikach k oxidaénimu stresu a ROS, které jej zpUsobily, byly pomoci
fluorescenéniho mikroskopu detekovatelné. Se zvysujici se koncentraci 3-AT doslo k urcitému zesileni
zeleného signdlu DCF, ale predevsim k jeho konkrétnéjsi lokalizaci, kdy u bunék osetfenych 2 mM uz

jsou pozorovatelné jednotlivé peroxizomy (Obr. 16D).
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Obr. 16. Snimky pri¢nych fezl listd tabaku, N. tabacum cv. Xanthi, zobrazujici palisadovy i houbovy parenchym.
Listové fragmenty byly inkubovany po dobu 16 hod v roztocich 3-AT o rGzné koncentraci. A) 0 mM. B) 0,5 mM.
C) 1 mM. D) 2 mM. Vybrané pfi¢né fezy byly osetfeny 0,001% karboxy-DCFDA, ponechdny 1 hod ve tmé a
nasledné promyty v PBS, nebo ponechany pouze v PBS (A). Cervend odpovida autofluorescenci chlorofyld v
chloroplastech, zelena znazornuje vzniklé ROS. Méfitko odpovida vzdalenosti 50 um.
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9. Diskuze
9.1. Poskozeni jaderné DNA

9.1.1. Kometovy test

Pro monitorovani oxidac¢nich zmén v jaderné DNA po aplikaci herbicidl jsem vyuzila kometovy
test, neboli SCGE. Jedna se o jednoduchou a rychlou molekuldrné biologickou metodu, ktera byla
poprvé pouZita k detekci poskozeni DNA zplisobeného ioniza¢nim zarenim u savcich bunék (Ostling &
Johanson, 1984). Tato metoda je schopna detekce ss (jednoretézcovych) a ds (dvouretézcovych)
zlom1, specifického oxidacniho poskozeni bazi, spojeni mezi rdznymi misty fetézce DNA nebo mezi
misty DNA a proteiny pomoci elektroforézy. Ve své alkalické verzi je navic schopna odhalit apurinni a
apyrimidinni mista spolu s alkalicky labilnimi. Bunécna jadra jsou umisténa do tenké vrstvy agardzy
na mikroskopickém sklicku a ponechana k rozvinuti jejich DNA ve vhodném pufru. Béhem
elektroforézy dochazi v slabém elektrickém poli k migraci ,, poldmané“ negativné nabité DNA smérem
k anodé, migracni vzdalenost je nepfimo Umérna velikosti Ulomkdm DNA. Po elektroforéze nasleduje
barveni fluorescencni barvou pro DNA, vmém pripadé EtBr, a vizualizace pod fluorescencnim
mikroskopem. Migrujici DNA vytvari v agardze na sklicku tvar komety a dle délky jejiho ocasu a
mnozstvi DNA v ném lze kvantifikovat miru poSkozeni, zatimco hlavova ¢ast je tvofena samotnym
bunéénym jadrem, detailné Liao et al., (2009).

Nejprve jsem svou studii chtéla provadét na fazolu (P. vulgaris L.) kde jako zdroj materidlu mély
slouzit listy z nékolika tydn0 starych rostlin. Prace Khan et al. (2002) popisuje detekci DNA poskozeni
u rGznych druhl fazolu po uGcinku ionizujiciho zareni. Nicméné pro mé pokusy se alkalickd verze
kometového testu ukdzala byt nevhodnou. Silné alkalické prostiedi elektroforetického pufru, ve
kterém jsou jadra pred samotnou elektroforézou ponechana, aby se mohla rozvolnit poskozena DNA,
zpUsobilo Uplnou degradaci celych jader i pfi trvani pouhych 5 min. Po kontrolnim barveni jader jesté
bez probéhnuté elektroforézy nasledné pod fluorescenénim mikroskopem nebylo co hodnotit. Proto
jsem veskeré pokusy provadéla na rostlinach tabaku (N. tabacum, cv. Xanthi), kterou jsem zvolila na
zakladé drivéjsich studii provedenych v nasi laboratofi (Gichner et al., 2008b). Jako vyhodu téchto
mutantld jsme spatfovali sniZzeni obsahu chlorofylu, ktery tak méné interferoval pfi nékterych
pokusech, napf. pozorovani pod fluorescenénim mikroskopem.

Kometovy test v alkalickém provedeni byl mimo typicky pokusné rostliny pouzit i u dllezitych
agronomickych druhl, mj. cukrova fepa nebo vojtéska (Gichner et al., 2004b). VyuZiva se k detekci
poskozeni DNA v rliznych rostlinnych organech, nejcastéji kofenech a listech a ¢asto se v pracich
popisuje rozdil mezi témito organy (Gichner et al., 2004a). Oxidacni zmény DNA byly v minulosti

zkoumany predevsim v souvislosti s Gcinky tézkych kovd, napt. Cd*, Pb** (Gichner et al., 2004a,
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2008b), ionizujiciho zafeni nebo ve spojitosti s mutacemi zplsobenymi alkylaénimi Cinidly jako EMS
(ethylmethansulfonat) (Gichner et al., 2008a). Podminky izolace jader i ndsledné elektroforézy je
nutno pfizplsobit konkrétnimu pokusnému systému, nicméné pro svou praci jsem vychazela ze
studie Gichner & Plewa, (1998). Mnou optimalizovand verze alkalického kometového testu
zahrnovala elektroforézu pfi 26 V, 300 mA po dobu 25 min, které pfedchdzel 10 min ,unwinding

time” — ¢as nutny pro rozvinuti.

9.1.2. Oxidacni zmény DNA a herbicidy

Pro vyjadreni oxidacnich zmén v jaderné DNA jsem pouZila parametr TM, ktery je povazovan za
optimalni kritérium zhodnocujici poSkozeni DNA v jadfe a zohledfuje jednak délku ocasu i mnozstvi
DNA v ném. Pfizplsobeni podminek kometového testu pro jednotlivé pokusné systémy je nutné
zejména pro urceni hladiny minimalniho TM u kontrol. Ve své praci se mi podafilo detekovat a
kvantifikovat poSkozeni DNA zpUsobené oxidacnim stresem po aplikaci herbicidd MV a 3-AT.
Chemicka podstata ucinku téchto latek je znama a jsou nejen v rostlinné biologii vyuzivany ke studiu
oxidacniho poskozeni bunék specifickou produkci ROS. Nicméné kazdy z nich pUsobi v rliznych radech
koncentraci, jejich ¢innosti dochazi primarné k nadmérnému vzniku odlisnych ROS, a proto se mlze
lisit jejich negativni oxidacni Uc¢inek na jednotlivé bunééné komponenty. Uréeni jejich vlivu na DNA
bylo prvnim krokem k tomu, abych mohla posoudit i jejich ucinek na lipidy, proteiny a zhodnotit
pfipadny zdsah do fungovani antioxidacniho systému.

Hodnoty TM po aplikaci MV linedrné stoupaly spolu se zvysujici se koncentraci az do hodnoty
80 uM, kdy dosahly maxima v hodnoté 106, 87 + 6,88 um. Oproti tomu koncentrace 100 uM
zpUsobila vyrazny pokles TM. K obdobnym vysledkdim se doslo i v jinych studiich, kdy nejvyssi mira
aplikovaného stresoru, pf. Pb*, zplsobovala vyrazny pokles TM. Tento jev se vysvétluje tvorbou
kfizovych vazeb (cross-links) mezi DNA-DNA ¢i DNA-proteiny v dlisledku poskozeni, které brani
migraci DNA zlomu pfi elektroforéze (Gichner et al., 2008b).

V pripadé 3-AT byl charakter odpovédi odlisny. Nizsi pouZité koncentrace (0,1; 0,2 mM) vedly
k vyraznému narastu TM, ale tento trend se zvysujici se koncentraci 3-AT linedrné nepokracoval. PFi
aplikaci vyssich koncentraci (5; 10; 20 mM — data neprezentovana) se ve vzorcich objevovalo velké
mnozstvi komet s kompletné dezintegrovanou hlavovou ¢asti, oznacovanych jako ,hedgehog”, které
znadi vyssi miru poskozeni, ale zaroven je neni mozné spolehlivé kvantitativné ohodnotit. Mancini et
al., (2006) ve své studii na transgennich rostlinach tabaku, (N. tabacum) s modifikovanou expresi CAT
a SOD, sledovali miru DNA migrace a procentudlni zastoupeni ,hedgehog” komet jako moZného
ukazatele toxicity H,0,. Nicméné tento typ komet nelze automaticky spojovat s apoptotickymi
bunikami a predstavuji pouze dalsi Groveri zmén v rdmci DNA (Lorenzo et al., 2013). Omezeny nardst

TM u koncentraci 0,5; 1; 2 mM 3-AT mUZe naznacovat, Ze béhem inkubace doslo k ¢aste¢né opravé.
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Oxidac¢ni zmény DNA u rostlin bramboru zpUsobené ionizacnim zarenim se po 24 hod intervalu bez
ozareni vyrazné snizily. Nicméné v pfipadé poutziti alkylacniho cinidla EMS bylo namérené poskozeni
DNA naopak jesté vyssi. DaGvodem ale nejspiSe bude jiny chemicky princip plsobeni EMS a
ionizujiciho zareni, kdy Skody na vldknech DNA zplsobené vysokoenergetickym zarenim budou
opravovany efektivnéji (Gichner et al., 2008a). V mém pfipadé nejspiSe nepljde o pfipad opravy DNA
vzhledem k relativné kratkému trvani inkubace (8 hod). Celkové i u 3-AT bylo moZno sledovat
pozitivni vztah miry poskozeni DNA na jeho pouZité koncentraci. Maximalni TM v pfipadé 2 mM 3-AT
¢inil 53,20 £ 2,59 um, cozZ je hodnota polovicni oproti maximu po aplikaci 80 uM MV.

Oba herbicidy vyvolaly akumulaci ROS a tim oxidaéni stres na jadernou DNA a to silné
negativné. Aplikace MV vedla k dvojnasobnému poskozeni DNA oproti 3-AT, i kdyZ pUsobil v fadové
nizsich koncentracich. Z porovnani absolutnich hodnot TM lze usuzovat, Ze MV a jim zpUsobena
nadprodukce O, zpUsobil vaznéjsi oxidacni poskozeni, coZ se projevilo rozsahlejsi migraci DNA a

vznikem vyraznéjsich komet.

9.2. Peroxidace lipidi a stabilita membran

Hladina peroxidace lipidd je velmi ¢asto uZivanym parametrem ve spojeni s oxidaénim stresem.
ROS reaguji se vsemi zakladnimi bunéénymi komponentami a ovliviuji i lipidy. MDA je sekundarnim
produktem peroxidace nenasycenych MK v ramci lipidickych molekul (Hodges et al., 1999) a pouZiva
se jako marker oxidacniho poskozeni. Ve své studii jsem sledovala jeho ménici se hladinu v zavislosti
na koncentraci obou aplikovanych herbicidd.

NavySeni peroxidace lipidd jako spolehlivého indikatoru oxidaéniho stresu bylo
dokumentovdno u mnoha druhl za rlznych stresovych podminek. Pfi chladovém stresu u rostlin
rajcete (lseri et al., 2013), po vystaveni tézkym kovim (Lin et al., 2007) pfi zasoleni u mangrovového
druhu Kandelia candel nebo kukuftice (de Azevedo Neto et al., 2006; Jing et al., 2015). V souvislosti s
membranami bylo dokumentovano, Ze se ROS, konkrétné O,” a H,0, generované aplikaci MV,
podileji na transportu proteinli spojenych se stresem z chloroplastl do jadra a Ucastni se tak stresové
signalizace (Kwon et al., 2013).

V mé praci jsem vyrazny narUst peroxidace lipidi nepozorovala, a to po aplikaci zejména MV.
Presto poskozeni membran pozitivné korelovalo se stoupajicimi koncentracemi obou herbicida. Pro
3-AT rostla hodnota obsahu TBARS pfimo umérné s jeho koncentraci. Maximalni hodnota obsahu
TBARS byla pro oba herbicidy stejna. U MV vsak nebyla dosazena pfi maximalni pouZité koncentraci
herbicidu, ale v poloviné koncentracni fady (50 uM) a poté se opét snizila. MGzZeme predpokladat, Ze
takovdto koncentrace MDA potom iniciuje dalsi reakce této reaktivni molekuly, napf.
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s aminoskupinami za vzniku vazeb a zesitovani molekul. Tim uZ vy3$si obsah MDA nereaguje s TBA za
vzniku TBARS (Nair et al., 1986) Obsah karbonylovanych protein(, obzvlasté po osetfeni MV, Ci
zména aktivit vybranych antioxida¢nich enzym( vypovida o herbicidy indukovaném oxida¢nim stresu.
Lipidy zfejmé nemusi byt tak citlivé jako jadra nebo proteiny. Mohly by byt napf. chranény lipofilnimi
antioxidanty, zejména tokoferoly a karoteny. MDA navic neni uplné specifickym ukazatelem
peroxidace lipidd. V mé studii se peroxidace lipidl ukazala jako neprlikazny marker oxidacniho

stresu, coz platilo pro oba herbicidy.

9.3. Oxidac¢ni poskozeni proteint

Dalsi bunéénou komponentou, kterd mlze byt pfi oxidacnim stresu navozeném nadprodukci
ROS poskozena, jsou proteiny. MizZe se jednat o enzymy i proteiny strukturni a oxida¢ni modifikace
mohou vést ke zméné jejich struktury, funkce ¢i aktivity. V nodulech séji (Glycine max L.) vytvorenych
po inokulaci bakterii Bradyrhizobium japonicum byla sledovana aktivita enzymu pro asimilaci dusiku
GS/GOGAT (glutaminsyntetaza/glutamatsyntaza) po oSetfeni Cd** spolu sjejich oxida¢nimi
modifikacemi. Pfidanim 200 uM Cd** na dobu 48 h do Zivného roztoku doslo ke snizeni aktivity GS a
GOGAT o 17 %, respektive 52 % oproti kontrole, coZ korespondovalo také svyraznym narlstem
oxidovanych proteini o 34 % (Balestrasse et al., 2006). Pfi dlouhodobém skladovani semen buku
(Fagus sylvatica L.) narQstajici hladina karbonylovanych proteinl vyznamné pfispiva k jejich snizené
kli¢ivosti (Kalemba & Pukacka, 2013). Ve své studii jsem sledovala celkovou hladinu oxidovanych
protein(l jakoZto jednoho z ukazatel(l oxidacniho poskozeni a to pomoci spektrofotometrické detekce
obsahu karbonylovanych skupin.

V pripadé osetfeni MV doslo k narastu karbonylace protein(, kterd byla jasné zdavisla na jeho
zvysujici se koncentraci. MV tedy zpUsobil dostatecné silny oxidacni stres, ktery mél na proteiny
Maximalni hodnota po aplikaci 100 uM ¢inila 3,3 umol CO - mg™ proteinu a jedna se o hladinu fadové
3x vy$$i neZ maximum po uZiti 3-AT, které bylo 1,02 pmol CO - mg™ proteinu. Vyrazny rozdil maze byt
dan tim, Ze MV zpUsobuje primarné produkci 0,7, ktery je velmi reaktivni a jelikoZ je produkovan v
chloroplastech, organelach bohatych na proteiny, mizZe byt jeho vliv na tuto bunéénou komponentu
vyraznéjsi nez po aplikaci 3-AT.

| za béznych podminek je v bunkach urcitd hladina karbonylovanych proteinli poukazujici na
oxidacni poskozeni zplsobené ROS. Degradace téchto proteind je proto dulezitym regulacnim
mechanismem pro udrZovani homeostazy bunék. Inhibici proteazomu S26 bylo u oddélenych list( A.

thaliana za tmy vyznamné zabranéno ubytku karbonylovanych proteini. Oproti tomu inhibice
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autofagické cesty neméla zadny vliv a po 6 hod ve tmé doslo k vyznamnému uUbytku obsahu
karbonyll. Za degradaci oxidaéné modifikovanych proteind jsou zodpovédné rizné enzymy a cesty
v zavislosti na tom, ve kterém bunécném kompartmentu se karbonylované proteiny nachazi (Jain et
al., 2008). Rozdilna uroven karbonylovanych proteini mezi chloroplasty a mitochondriemi v listech a
kofenech byla dokumentovana na WT rostlinach okurky (Cucumis sativus L.) i mutantech MSC16,
které se fenotypové projevuji mensim vzrlstem nezli WT. V pfipadé extraktd z listl byla hladina
karbonylovanych proteind u WT i MSC16 rostlin stejna, nicméné aktivita proteaz byla u MSC16
extraktll oproti WT dvojnasobna. Je proto mozné, Ze se chloroplastové proteazy vyznamné podileji
na degradaci karbonylovanych proteint (Juszczuk et al., 2008). 3-AT pusobi prednostné na aktivitu
CAT a k oxidaénimu poskozeni proteinl proto nejspise dochazi az nasledné po nadmérném vzniku
H,0, v peroxizémech. JelikoZ jsem ve své prdci nesledovala aktivitu protedz, nelze fici, zda jejich
ucinkem doslo k degradaci oxidaéné modifikovanych proteinll a tak omezeni hladiny karbonylace pfi
aplikaci vyssich koncentraci 3-AT.

Rozdilnd dynamika oxidacniho poskozeni proteind do jisté miry koresponduje s odpovédi DNA
na oSetreni herbicidy. V pfipadé 3-AT vedly nizsi koncentrace (0,1; 0,2 i 0,5 mM) k signifikantnimu
navyseni oxidacniho poskozeni, ale pak se dostavilo jisté platd az po koncentraci nejvyssi. Je mozné,
Ze aplikace vyssich koncentraci 3-AT vedla v bunkach k aktivaci antioxidacniho systému jako odpovédi
k nadprodukci ROS. Antioxida¢ni enzymy by tak mohly nadmérné karbonylaci proteini zabranit.
Aktivita APX se po aplikaci vyssich koncentraci (1; 2 mM) mirné zvysila, nicméné neslo o signifikantni
zmény a vzhledem k tomu, Ze CAT byla aplikaci 3-AT inhibovana, tyto enzymy se zfejmé vyznamné
nepodilely na zmirnéni oxidacnich modifikaci proteinli. Zato poskozeni a iontovd propustnost
membran v reakci na 1 mM a 2 mM 3-AT signifikantné stoupala. Je proto mozné, Ze za téchto

podminek oxidacniho stresu byly pfednostné oxidacné modifikovany lipidy pred samotnymi proteiny.

9.4. Antioxidacni systém — APX a CAT

9.4.1. APX a jeji porovnani s CAT
APX je enzym specificky pro rostliny diky svému kofaktoru v podobé askorbatu (Asada, 1992) a
podili se na odstrariovani H,0, generovaného rlznymi abiotickymi stresory jak v cytoplazmé,
mitochondriiich, peroxizémech i chloroplastech, kde se vyskytuje ve 2 izoformach — stromatalni a
thylakoidalni (Lubovska et al., 2014). Sledovani jeji aktivity v rdmci antioxida¢niho systému podava
uzitecné informace o mechanismech, které rostliny vyuZivaji béhem odpovédi na nepftiznivé

podminky prostredi. Pfi kratkodobém stresu zasolenim (40 mM, 80 mM NaCl po dobu 24 hod) -
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doslo v kotenech rostlin brokolice (Brassica oleracea cv. Marathon) k dramatickému poklesu aktivity
APX i CAT. A i kdyZ v pfipadé trvani stresu po dobu 7-14 dnl byla APX stale inhibovana, aktivita CAT
byla naopak obnovena a podilela se na snizovani hladiny H,0, v kofenovych pletivech (Hernandez et
al., 2010). Modifikace exprese antioxidacnich enzymi SOD a APX v chloroplastech transgennich
tabakd (N. tabacum cv. Xanthi) vedla ke zvySeni odolnosti proti oxidacnimu stresu zplsobeného
aplikaci MV. Nejvyssi odolnost vykazovaly rostliny nadmérné exprimujici obé zkoumané izoformy
SOD (CuZnSOD, MnSOD) zaroven s APX (Kwon et al., 2002). Fungovani antioxidacniho systému se
v reakci na stresové podminky lisi u jednotlivych stresor( i mezi rostlinnymi organy. U koren( rostlin
rajcete (Lycopersicon esculentum Mill.) bylo moZno pozorovat rliznou odpovéd APX a CAT na
chladovy stres a aplikaci nizké koncentrace H,0, vedouci k vysledné aklimaci. Zatimco u APX doslo ke
zvySeni aktivity jak u stresovanych rostlin tak u predem osetfenych H,0,, v pfipadé CAT jeji aktivita
stoupla pouze v pfipadé rostlin vystavenych nizkym teplotdm (lseri et al., 2013). Rozdilna modulace
aktivity APX v rostlinnych orgdnech po oSetteni rostlin fazolu (Phaseolus vulgaris L. cv. Morgan) Cd a
Zn byla dokumentovana v praci Chaoui et al. (1997). V odpovédi na oxidacni stres vyvolany témito
tézkymi kovy doslo k vyznamnému zvySeni aktivity APX v listech, zatimco v kofenech a stonku
nedoslo oproti kontrole k vyrazné zméné.

Zjistila jsem, Ze oxidacni stres zplsobeny vyssimi koncentracemi MV (50; 80; 100 uM) mél na
aktivitu APX v porovnani s kontrolou jasny negativni Ucinek. JelikoZ doba aplikace byla pro vSechny
koncentrace stejnd, je moiné, Ze tuto inhibici je zodpovédnda nadmérnd produkce O,
v chloroplastech. Je zajimavé, Ze stfedni koncentrace 20 uM znamenala navraceni aktivity APX témér
na Uroven zjisténou u kontroly a podobny narist se dal opét vypozorovat u nejvyssich koncentraci
(80; 100 uM). Pro objasnéni zdali se jedna o periodickou zaleZitost, bylo by nutné aplikovat
podrobnéjsi a rozsifenéjsi koncentracni fadu.

APX vykazovala po osetfeni 3-AT rozdilnou odpovéd v porovnani s MV a to predevsim, pokud
se jednalo o nizsi koncentrace. Nejprve doslo k vyraznému narlstu aktivity, coZz by se dalo castecné
vysvétlit akumulaci H,0, v dlsledku inhibice CAT. APX by v tomto pfipadé citlivé reagovala na takto
vyvolany oxidacni stres. Nasledné snizeni mohlo byt zplUsobeno jiz pfili§ vysokou hladinou H,0,, kdy
bunka nebyla schopna efektivné oxidacnimu stresu Celit, nebo nedostupnosti ASC v jeho redukované
formé. Rozdilné reakce APX na plsobeni MV a 3-AT bude pravdépodobné spojena s jejich rozdilnym
pUsobenim. Prudky pokles aktivity po pouZiti jiz nejnizsi koncentrace MV (10 uM) mohl byt spojen
s prudkym navysSenim koncentrace H,0,, ke kterému dosSlo pfeménou primdrné vznikajictho O,
v chloroplastech ¢innosti SOD (Hiyama et al., 1993). Za téchto podminek mohla byt koncentrace H,0,

pfimo v chloroplastu tak vysoka, Ze nejprve doslo k silné inhibici APX.
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9.4.2. CAT

CAT ma rovnéz primarni funkci v regulaci rovnovahy H,0, v ndvaznosti na stresové abiotické
podminky a je lokalizovana v peroxizomech (Lubovska et al., 2014), coz mizZe byt jednou z pFicin jeji
odlisné aktivace za stresovych podminek (Iseri et al., 2013) oproti APX. Aplikace 3-AT pUsobiciho jako
specificky inhibitor CAT (Havir, 1992) v burikdch vede k omezené pfeméné H,0, na H,0 a v dasledku
hromadéni H,0, k oxidacnimu stresu. Enzymatickd aktivita CAT skutecné po aplikaci 3-AT vyznamné
klesala po pouZiti vSech koncentraci. Oxidac¢ni poskozeni, ke kterému v disledku vzniku H,0, mohlo
dojit, se nejvice projevilo na klesajici stabilité membran. Nicméné k zadné vyznamné oxidacni
modifikaci bunéénych komponent ve srovnani s MV nedoSlo. Za nevyrazné oxidacni modifikace
bunécénych komponent po aplikaci 3-AT muZe byt do jisté miry zodpovédna APX, jejiz aktivita se
s narUstajici koncentraci 3-AT postupné zvysSovala a dochazelo tak k pfeméné skodlivého H,0, na
H,0.

MV neni inhibitorem CAT, jeji aktivitu ovliviioval nepfimo a to diky produkci O,
v chloroplastech, ktery byl Gdc¢inkem SOD preménovan na H,0, (Hiyama et al., 1993). Ten diky tomu,
Ze neni radikdlové povahy, mlzZe snadno prochazet skrze bunécné membrany a difundovat do
cytoplazmy (Asada K., 1992). Proto by se dalo ocekavat, Ze dojde k navySeni aktivity CAT. Nicméné
k Zadnému signifikantnimu nardstu aktivity CAT nedoslo. Zato se zd4, Ze nadmérné vznikajici H,0, jiz
v ramci chloroplastl likvidovala APX, jejiz aktivita pfi vyssich koncentracich MV narlstala. Aktivita
CAT tak byla u obou herbicidi ¢astecné kompenzovana opétovné narustajici aktivitou APX. Celkové
sniZzena aktivita CAT spolu s APX oproti kontroldm mohla byt zplsobena kyselinou salicylovou, u které
bylo prokazano, Ze je schopna inhibice téchto dvou antiooxidac¢nich enzymu (Durner & Klessig, 1995).
Po osetfeni herbicidy doslo v pletivu ke spusténi stresové odpovédi a v dasledku toho
pravdépodobné i ke zvySeni koncentrace SA. Jeji pfitomnost mohla proto pti vyssich koncentracich

herbicidd vést k ¢astecné inhibici CAT i APX.

9.5. Vizualizace ROS

Sledovani ROS v ramci bunék in vivo neni v dnesni dobé jiz neprekonatelnym problémem.
Existuje mnoho pfistupl vyuZivajici histochemické barveni pomoci NBT specificky reagujici se 0,7,
nebo barvivo DAB (diaminobenzidin), které se vyuZiva k vizualizaci H,0, (Scarpeci et al., 2008). Pfi
fluorescencni vizualizaci ROS se ¢asto vyuziva konfokalni laserové skenovaci mikroskopie ve spojeni

s fluorescencni barvou karboxy-DCFDA, ktera byla pouZzita i v mé studii.
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9.5.1. Specificita MV, 3-AT a produkce O, ™ nebo H,0,

PGvodnim zamérem bylo specificky vizualizovat vznikajici H,0, po aplikaci 3-AT a porovnat jeho
lokalizaci v burice po oSetfeni MV. Vzhledem k rozdilnému principu ucinku jsem ocekdvala odliSnou
lokalizaci zeleného signalu a také jsem hledala pozitivni zavislost fluorescence na zvysujici se
koncentraci herbicidd.

V nékterych pracich je karboxy-DCFDA pouzivan specificky pro detekci H,0, (Hernandez et al.,
2010; Jing et al., 2015). Pfi fluorescencni vizualizaci ROS, zejména detekci H,0,, je ale velice dulezita
interpretace vysledk( (Grisham, 2013). Nejcastéji pouzivané fluorescencni sondy mohou spolehlivé
podat informaci o zménach redoxniho stavu v burikdch. Nicméné nejsou specifické pro Zadny
jednotlivy oxidant a vznik fluorescencéniho signalu je ovlivnén mnoha chemickymi interakcemi, nejen
zvySenim koncentrace urcitého oxidantu, shrnuto v Winterbourn, (2014).

Ve své studii jsem zjistila, Ze pouziti karboxy-DCFDA nevedlo ke specifické detekci produkce
H,0,, ¢imZ jsem vyvratila svou plvodni hypotézu. Nicméné ze snimkd bylo mozZno urdit jistou
pozitivni zavislost sily signalu na zvy3ujici se koncentraci obou herbicidd. Navic jsem pozorovala rozdil
ve fluorescencnim signalu mezi MV a 3-AT. Ke specifické lokalizaci signalu do bunécénych casti
identifikovanych jako peroxizomy doslo oproti predpokladim prevainé po aplikaci vyssich
koncentraci MV, a ne 3-AT. U vyssich koncentraci MV byl mimo chloroplastl signal lokalizovan také
do cytoplazmy, coz pravdépodobné koreluje s celkové narusenym redoxnim stavem bunék. Tato
pozorovani tedy potvrdila nespecifitu karboxy-DCFDA pro H,0,. Zaroven ale zdokumentovala

oxidacni stres v tabakovych burikach po oSetfeni herbicidy, ktery ved| k naruSeni redoxni rovnovahy.

61



10. Zavéry

1. Osetfeni herbicidy MV a 3-AT vedlo k detekovatelnému oxida¢nimu poskozeni tabakovych bunék
(N. tabacum cv. Xanthi), které jsem nejprve sledovala na jaderné DNA.

2. Kometovy test ve své alkalické verzi jsem optimalizovala a pak se ukazal jako vhodny pro
specifickou detekci a zhodnoceni miry oxidacniho poskozeni DNA v jddrech tabdku. Diky této
metodice jsem stanovila koncentraéni rfady pro pouzivané herbicidy — MV: 10; 20; 50; 80 a
100 uM. 3-AT:0,1;0,2; 0,5; 1; 2 mM.

3. Vychozim parametrem bylo oxida¢ni po$kozeni DNA. Retézce DNA byly mnohem citlivéjsi
k pisobeni MV, kdy pfi nejvyssi koncentraci dokonce doslo k dalSimu poskozeni zesitovanim
molekul. Po aplikaci MV jsem rovnéZ detekovala vyraznou karbonylaci proteinl. Také 3-AT
indukoval oxidaci proteind, ale v mnohem mensi mife nez MV. Oproti tomu narlst peroxidace
lipid( detekovany jako TBARS nebyl v takovém Fadu jako u proteind, zejména po plsobeni MV.
Rozdily v poSkozeni na Urovni membran a lipidd po aplikaci obou herbicidi nebyly vyrazné,
presto bylo toto poskozeni vétsi po aplikaci 3-AT nez MV. Oba herbicidy se tedy liSily v misté
primarniho poskozeni.

4. 3-AT moduloval aktivity antioxidacnich enzymf, kdy jeho aplikace vedla k vyznamné inhibici CAT
v rdmci celé koncentracni fady a APX pfi vysSich koncentracich. MV mél na APX a CAT rovnéz
inhibi¢ni charakter, ale jeho uUcinek byl oproti 3-AT méné vyrazny a pouze za pouZiti nizSich
koncentraci. Kratkodobé osetreni herbicidy vedlo k poklesu aktivit antioxidacnich enzym, coz
¢aste¢né odpovida narlstajicimu oxidacnimu poskozenim bunécnych komponent. Pfi vyssich
koncentracich herbicidi APX do jisté miry kompenzovala inhibici CAT.

5. Laserovou fluorescencni konfokdlni mikroskopii se mi podafilo vizualizovat produkci ROS jakoZto
zdroje oxidacniho poskozeni bunék. Barva karboxy-DCFDA specificky nebarvila H,0,, ale na
zakladé snimk( lze usuzovat na zménu redoxniho stavu bunék v reakci na oSetfeni herbicidy. Pfi
vyssich koncentracich MV byly specificky viditelné peroxizémy a u obou herbicid( se ukazala

pozitivni zavislost produkce ROS na stoupajicich koncentracich herbicidd.
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