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CiLE PRACE
1. Teoreticka ¢ast

Vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na charakterizaci:
o Obrannych reakci aktivovanych u rostlin vystavenych ptsobeni tézkych
kovii se zaméfenim na Cd?* jonty:
e role reaktivnich forem kysliku a dusiku
e zapojeni polyamini a enzyml podilejicich se na jejich
metabolismu

2. Experimentalni ¢ast

o Stanoveni vlivu Cd** iontli na:

e rust a vyvoj hrachu setého (P. sativum cv. Kudrna¢, P. sativum
cv. Twinset)

e hladinu polyamint a aktivitu enzymil podilejicich se na jejich
metabolismu

e produkci reaktivnich forem kysliku a aktivitu vybranych
antioxidacnich enzymu

e produkci reaktivnich forem dusiku, hladinu S-nitrosothiola

a intenzitu S-nitrosylace



1 UVOD

Rostliny jsou ptisedlé organismy bez moznosti pohybu za lepSimi podminkami pro sviyj
rust a vyvoj, a proto jsou neustale vystaveny neptiznivym podminkdm prostredi (Begara-
Morales et al., 2018). Navic v poslednich letech lidska ¢innost nesmirné pfispéla
ke znecisténi Zivotniho prostfedi tim, ze umoznila nekontrolované zvySovani produkce
odpada (Groppa et al., 2001).

Mezi vyznamné latky znecist'ujici prostredi fadime tézké kovy, jejichz hlavnimi zdroji
jsou odpady téZzebniho a chemického prumyslu (Fariduddin et al., 2013). Kadmium je
jednim z hlavnich priimyslovych polutantt, ktery vykazuje fytotoxicitu jiz pfi nizkych
koncentracich (Groppa et al., 2001). Ptritomnost vysokych koncentraci kadmia v ptdé
obvykle vyvolava v rostlinich mnoho stresovych symptomd, jako je inhibice rustu,
zejména kofenti a poruchy mineralni vyzivy rostlin (John et al., 2008). Krom¢ toho
kadmium zpusobuje zmény redoxni rovnovahy, které jsou podnétem k vyvolani odezvy
rostlin na tyto nepfiznivé podminky prostiedi (Begara-Morales et al., 2016). V souvislosti
s odezvou rostlin na stresové podminky jsou zndmy rtzné signalizaéni molekuly
s regula¢ni funkci, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku
(RNS), jako je napf. peroxid vodiku (H202) a oxid dusnaty (NO) (Begara-Morales et al.,
2018). Za normalnich fyziologickych podminek maji tyto molekuly signaliza¢ni funkci,
ale ve stresovych podminkach prostiedi maji potencial zpisobit fadu poSkozeni (Farnese
etal.,, 2016). Nadprodukce ROS zptsobuje u rostlin tzv. oxidaéni stres, ktery vede
Kk dezintegraci biomembran peroxidaci lipida v rostlinnych buikach (Fornazier et al.,
2002). Nadprodukce NO vede k indukci tzv. nitrosacniho stresu nasledkem kterého
dochazi k poskozeni rostlinnych bunék (Asgher et al., 2017). Vyznamnou funkci ROS
a NO je schopnost regulace rozmanitych biologickych procesu prostiednictvim oxidace,
nitrace a nitrosylace proteini. Jedna se o procesy posttranslacni modifikace, kdy
S-nitrosylace spociva ve vazbé NO na cysteinova rezidua proteinu za vzniku daného

S-nitrosothiolu (Stamler et al., 2001).

Rostliny vystavené pusobeni tézkych kovi se vyrovnavaji s jejich poSkozenim
syntézou fady metabolitli, jako jsou napf. polyaminy (PA) (Sharma a Dietz, 2006).
Polyaminy jsou slouceniny Siroce distribuované v zivych bunkach a jsou zapojeny do celé
fady regulacnich procest, jako je podpora rustu, déleni a diferenciace bunék a replikace
DNA (Groppacet al., 2001). Dulezitost PA pro normalni rist a funkci bunék je zdiraznéna
slozitym regulacnim systémem syntézy a degradace pro udrzeni pozadované koncentrace
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PA v rostlinnych bunikach (Fariduddin et al., 2013). Kromé fyziologickych funkci v rstu
avyvoji rostlin se PA podili na ochran¢ rostlin pfi stresovych reakcich, napft. jako
antioxidanty, podilejici se na snizeni hladiny volnych radikalt a stabilizaci bunééné

membrany (Wang et al., 2004; Fariduddin et al., 2013).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Charakteristika stresovych faktoru u rostlin

Rostliny jsou neustdle v pribéhu svého zivota konfrontovany s Sirokym spektrem
nejruznéjSich stresovych faktori, které mohou narusovat metabolismus rostlin, snizovat
jejich produktivitu, zpiisobovat fyziologické zmény a v krajnich ptipadech mohou vést az
k uhynu rostlin (Rejeb et al., 2014). RozliSujeme dva typy stresovych faktort.. Prvnim
typem jsou stresové faktory biotické povahy, zahrnujici poskozeni rostliny patogenem,
nebo negativni pasobeni okolnich organisma (Obr. 1). Druhym typem jsou stresové
faktory abiotické povahy, naptiklad teplo, chlad, sucho, ptsobeni tézkych kovi nebo
salinita (Obr. 1) (Piterkova et al., 2005; Rejeb et al., 2014; van Oosten et al., 2017).

Abloticky stios Bioticky stres
- chlad
-teplo = l

¥ T —— P d . - napadeni hmyzem

/- e W
A T -
’ - Utok patogena

- salinita —— ‘ I\
- tézké kovy 5
- sucho pudni mikroorganismy

Obr. 1 Abiotické a biotické stresové faktory pusobici na rostliny (pfevzato z van Oosten et al.,
2017).

211 Abiotické stresové faktory — tézké kovy

Kovy, jejichz hustota je vy$si nez 0,005 kg-m? lze oznadit jako tzv. tézké kovy
(Schiitzendiibel, 2002). Mezi zastupce tézkych kovi s potencionalné toxickymi ucinky
na rostliny a jiné zivé organismy fadime kadmium (Cd), olovo (Pb), kobalt (Co), zinek
(Zn), zelezo (Fe), méd’ (Cu), arsen (As) a chrom (Cr). Nékteré z téchto tézkych kov,
jako jsou napft. Zn, Cu a Fe, slouzi v nizkych koncentracich jako nezbytné mikroziviny
potiebné pro rust rostlin (Nagajyoti et al., 2010). Zdroje tézkych kovt v ekosystému
a pude jsou rozmanité, od téch prirozené se vyskytujicich v mate¢ni hornin€ a sopecnych
ohniscich, az po ty vyskytujici se v pud¢ v disledku antropogenni primyslové ¢innosti,

napf. t€Zby, hnojeni a aplikace pesticidti (Morselli et al., 2004; Nagajyoti et al., 2010).
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Na ptitomnost té¢zkych kovil v pudé, jejichz koncentrace se velmi lisi, reaguji rizné
druhy rostlin odlisné. Nekteré rostliny se vyvinuly tak, ze toleruji specifické hladiny
tézkych kovi pomoci detoxikacnich mechanismt, vétSina z nich je vSak citliva na ptdu
kontaminovanou tézkymi kovy (Yadav, 2010; Majeed et al., 2019). Citlivost rostlin na
pusobeni tézkych kovil zavisi na vzdjemném propojeni fyziologickych a molekularnich
mechanism, jako jsou (1) ptijem a akumulace téZkych kovi prostiednictvim vazby na
extracelularni exudaty a slozky buné¢nych stén; (2) transport t¢Zkych kovi z cytoplasmy
do bunéénych kompartmentt véetné vakuol; (3) komplexace iontd téZkych kovi uvnitf
bunky rdznymi latkami, napf. organickymi kyselinami, aminokyselinami, ferritiny,
fytochelatiny a metallothioneiny; (4) obecné biochemické odpovédi na obranu proti stresu
jako je indukce antioxida¢nich enzymu a hromadéni volného prolinu; (5) aktivace nebo
modifikace rostlinného metabolismu umoziujici odpovidajici fungovani metabolickych

drah a rychlou opravu poskozenych bunéénych struktur (Metwally et al., 2005).

Cd je neesencialni toxicky tézky kov, ktery se za béznych podminek vyskytuje v pidé
Vv nizkych koncentracich (Wagner, 1993). Hlavnimi zdroji znecisténi t€zkymi kovy jsou
aplikace fosfatovych hnojiv a pesticidi, rozptyl ¢istirenskych a splaskovych kali, tézba
a prumyslové emise (Pinto et al., 2004; Kuriakose a Prasad, 2008). Piestoze je Cd
nepodstatnym prvek mineralni vyZivy rostlin, je velmi snadno a rychle absorbovan
kofeny a transportovan xylémem do vegetativnich a reprodukénich organt rostliny, kde
se akumuluje (Sanita di Toppi a Gabbrielli, 1999; Metwally et al., 2005). Mnozstvi Cd
nahromadéného v rostlinach se mezi druhy zna¢né 1isi (Rodriguez-Serrano et al., 2006).
Znamym toxickym t¢inkem ptisobeni Cd na rostliny je inhibice riistu, poskozeni a snizeni
poctu lateralnich kotenti v disledku poskozeni fotosyntetického apardtu a poskozeni
distribuce makro a mikro zivin (Sandalio et al., 2001; Benavides et al., 2005). U hrachu
setého bylo popsano mnoho dalsich toxickych t¢inki Cd na metabolismus rostlin, jako
napft. inhibice aktivity enzymi, naruSeni bunécnych transportnich procesti a zmény
v syntéze RNA (Pérez Chaca et al., 2014). Cd je také spojovano s poruchami antioxida¢ni
ochrany rostlin, které vyvolava oxidacni stres v disledku nadmérné produkce reaktivnich
forem kysliku (ROS) (Panda et al., 2011). ROS nasledné zptsobuji oxidac¢ni poskozeni
biomolekul, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny a mohou mit vliv na aktivitu

enzymu antioxida¢ni ochrany rostlin (Roychoudhury et al., 2012).



2.2 Role reaktivnich forem kysliku v obrannych mechanismech

u rostlin

2.2.1 Reaktivni formy kysliku

Hromadéni molekularniho kysliku (O2) v zemské atmosféfe umoziuje aerobnim
organismim V pribéhu bunééného dychani vyuzivat kyslik jako terminédlni akceptor
elektront (Dismukes et al., 2001). Molekularni kyslik neni velmi reaktivni ani $kodlivy,
ale mize byt béhem normdalniho bunécného metabolismu, nebo v disledku odpovédi
rostlin na nejrizngjsi biotické a abiotické stresové faktory, ¢astecné redukovan nebo
excitovan, coz vede k tvorb¢ tzv. reaktivnich forem kysliku (ROS) (Saxena et al., 2016).
Odhaduje se, ze 1-2 % O> spotifebovaného rostlinami je pfemisténo za ucelem produkce
ROS vV riznych subcelularnich kompartmentech, jako jsou chloroplasty, mitochondrie
a peroxisomy (Tab. 1) (Blokhina et al., 2003, Apel a Hirt, 2004). Mezi ROS fadime
peroxid vodiku (H202), superoxidovy radikal (0357), hydroxylovy radikal (OH"),
hydroperoxylovy radikal (OH3™), peroxylovy radikal (ROO") a singletovy kyslik (102)
(Tab. 1) (Karuppanapandian et al., 2011; Mittler, 2017).

Tab. 1 Ptehled druht reaktivnich forem kysliku a jejich vlastnosti: biologicky polocas (tiz),
vzdalenost migrace, biologicky u¢inek a misto produkce (ptevzato z Mittler, 2017).

Apoplast, chloroplasty,

mitochondrie,
1-4 s 30 nm Reakce s Fe-S proteiny peroxisomy,
Degradace na peroxid vodiku elektron-transportni
fetézec
Exrémné reativni se vsemi Zelezo a peroxid vodiku
1ns 1nm biomolekulami (DNA, RNA, lipidy (Fentonova reakce)
a proteiny)
Reakce s proteiny atakem Peroxisomy,
>1ms >1um cysteinovych a methioninovych chloroplasty,
residui. Reakce s hemovymi mitochondrie,
proteiny. Reakce s DNA. cytosol, apoplast
Oxidace lipid(, proteinti (Trp, Membrany,
1-4 s 30 nm His, Tyr, Met a Cyt residua) a chloroplasty, jadra
G residua DNA




2.2.2 Produkce reaktivnich forem kysliku

Produkce reaktivnich forem kysliku je prostfednictvim molekularniho kysliku bud’to
pfenosem energie, nebo reakcemi vedoucich k pfenosu elektronti (Karuppanapandian
etal.,, 2011). Piijeti pifebyteéné energic molekularnim kyslikem mutze vést k tvorbé
singletového kysliku (*O2). Ten je v porovnani s Oz velmi reaktivni a miaze interagovat
s riznymi biomolekulami (Mittler, 2002; Halliwell, 2006). V biologickych systémech je
singletovy kyslik produkovan pod vlivem UV zafeni, nebo v chloroplastech v dusledku
fotosenzibilizace molekul chlorofylu (Karuppanapandian et al., 2011). Jednoelektronova
redukce molekularniho kysliku vede k tvorb&é superoxidového radikalu (037).
Superoxidovy radikal je stfedné reaktivni s biologickym polo¢asem pfiblizné 1 ps, tudiz
nema schopnost prochazet pfes biomembrany a je snadno degradovatelny na peroxid
vodiku (H202). Reakci 05~ s velmi vyznamnym zastupcem volnych radikalt oxidem
dusnatym (NO) dochazi ke vzniku peroxynitritu (OONQO"). Protonaci 03~ ve vodnych
roztocich vznikd hydroxyperoxylovy radikal (OH3™). Peroxid vodiku (H203) je stiedné
reaktivni s biologickym polocasem piiblizné 1 ms, tudiZ mé schopnost volného pohybu
pres biomembrany. Tato vlastnost umoziuje H2O> rozptyl v kratkych vzdalenostech od
mista produkce, ¢imz muze dochazet k Sifeni poskozeni, které zpiisobuje. Zaroven ma
schopnost inaktivovat enzymy v dusledku oxidace thiolovych skupin V proteinové
struktufe enzymu. Vyznamna uloha H202 souvisi s jeho plisobenim jako druhého posla
v ramci stresové signalizace (Halliwell, 2006; Moller et al., 2007). Za nejreaktivné;jsi
zastupce z rodiny ROS lze povazovat hydroxylovy radikal (OH"), jehoz produkce je
umoznéna jednoelektronovou redukci H2O2 a Fentonovou reakci (reakce peroxidu vodiku
s iontem piechodného kovu v niz§im mocenstvi, napt. Fe?*a Cu*) nebo Haber-Weissovou
reakci (reakce mezi superoxidovym radikdlem a peroxidem vodiku). Hydroxylovy
radikal mlZe potencidlné reagovat se vSemi druhy biomolekul, jako jsou napft. proteiny,
lipidy a DNA a také témét s jakoukoliv slozkou bunék. Jelikoz rostlinné butiky nejsou
schopny zachytit tyto vysoce reaktivni formy kysliku, jejich nadmérna produkce muize

vést az k programované bunééné smrti rostliny (Karuppanapandian et al., 2011).

2.2.3 Vyznam a funkce reaktivnich forem kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou silna oxidacni ¢inidla, ktera jsou extrémné reaktivni a zpt-
sobuji poskozeni biomembran a dalsich zivotné dilezitych bunécnych komponent rostlin

(Petrov a van Breusegem, 2012). I pfes vysokou potencialni toxicitu maji ve skute¢nosti
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ROS dvoji funkeci in vivo, a to v zavislosti na jejich koncentraci, misté a dob& ptisobeni,
ptedchozich expozicich stresu atd. (Miller et al., 2010). Obecné mohou mit ROS pii
niz$ich koncentracich funkci signalni molekuly. Jako signdlni molekuly jsou vysoce
univerzalni kvili svym riznorodym vlastnostem, které zahrnuji rtizné arovné reaktivity,
mista produkce a potencidl prochazet biologickymi membranami. Nejpravdépodobnéji
byly poprvé pouzity buiikami jako signalni molekuly ke snimani nebezpecnych hladin
atmosférického kysliku nebo ke sledovani riznych metabolickych reakci (Mittler, 2017).
V ramci vyvoje ziskaly vyznamnou funkci v regulaci témétf vSech aspektd zivota
Vv rostlinach, zvitatech a vétSiné eukaryotickych organismu (Mittler et al., 2011).
Napftiklad u vyssich rostlin bylo zjisténo, ze ROS reguluji vyvoj, diferenciaci, redoxni
hladiny, stresovou signalizaci, interakce s jinymi organismy, systémové reakce
a bunécnou smrt (Mittler, 2017). Naopak pii vysSich koncentracich ROS ptedstavuji
vyznamnou hrozbu v podob¢ inaktivace enzymi, poskozeni zivotné¢ dulezitych
bunécnych organel v rostlindch, posSkozeni DNA a vzniku mutaci, coz mize vést
K nenapravitelnym metabolickym dysfunkcim a v koneéném disledku az k programované

bunééné smrti (Karuppanapandian et al., 2011).

224 Antioxida¢ni obranny systém rostlin

Proces produkce ROS je za béznych fyziologickych podminek vyvazovan degradaci ROS
pomoci bunééného antioxida¢niho obranného systému rostlin (Mittler, 2002; Rahal et al.,
2014). Tento proces probiha v rostlinnych burikach neustale, a to z toho divodu, aby se
zabranilo nékterym potencialnim toxickym uc¢inkim ROS, napi. oxidace a poSkozeni
DNA, RNA, bilkovin a biomembran, souhrnné¢ oznacovanych jako tzv. oxidaéni stres
(Mittler, 2017). Antioxida¢ni obranny systém rostlin je tvofen slozkami jak enzymovymi,
tak neenzymovymi. Enzymovy antioxidacni systém rostlin zahrnuje katalasu (CAT),
askorbatperoxidasu (APX), guajakolperoxidasu (GPX) a superoxiddismutasu (SOD).
Kromé toho je pro regeneraci aktivnich forem antioxidantti zapotiebi fada enzymt, jako
jsou napf. monodehydroaskorbatereduktasa (MDHAR), dehydroaskorbatreduktasa
(DHAR) a glutathionreduktasa (GR) (Tab.2) (Karuppanapandian et al., 2011).
Neenzymovy antioxida¢ni systém rostlin zajist'uji n€které unikatni sekundarni metabolity
spolu s nékterymi antioxidaénimi molekulami s nizkou molekulovou hmotnosti, jako jsou
kyselina askorbova (AA), glutathion (GSH), tokoferoly (TOCs), karotenoidy (CARs)
a fenolické slouceniny (Tab. 2) (Das et al., 2016).



Tab. 2 Nejdilezitéjsi enzymové a neenzymové antioxidacni systémy, jejich lokalizace a G¢inek
na reaktivni formy kysliku v rostlinnych bunkach (pfevzato z Karuppanapandian et al., 2011).

Enzymave Katalyzovand reakce Ciselng kéd Subceluldmni lokalizace
antioxidanty enzymu
CAT 2H,0, — O, + 2H,0 1.11.1.6 Per, Gly a Mit
APX H,0,+AA — 2H,0 + DHA 1 M Cyt, Per, Chl a Mit
GPX H,0, + DHA — 2H,0 + GSSG 11117 Chl, Cyt, Mita ER
SOD 0, "+ 0, +2H" — 2H,0,+ 0, 1.15.1.1 Cyt, Chl, Per a Mit
MDHAR 2MDHA +NADH — 2AA + NAD" 1.6.54 Chl, Mit a Cyt
DHAR DHA + 2GSH — AA + GSSG 1.8.5.1 Chl, Mit a Cyt
GR GSSG + NADPH — 2GSH + NADP* 1.6.4.2 Cyt, Chl a Mit
Neenzymové antioxidanty
AA Substrit pro APX. Detoxifikuje H,0, Chl, Cyt, Mit, Per, Vac a Apo
GSH Substrét pro riizné typy POX, GR. Detoxifikuje H,O, . dalsi Chl, Cyt, Mit, Per, Vac a Apo
hydroperoxidasy a toxické slou¢eniny
TOCs Chréani membrinové lipidy pfed peroxidaci, detoxikuje peroxidy lipida Membriny
azhd%i'0,
CARs Zh4si 'O, . Sestaven fotosystému, prekurzory kyseliny abscisové (ABA) Chl, chromoplast, elaioplast a
amyloplast
Flavonoidy MiiZe ptimo vychytivat HO, a OH' Vac

Zkratky: 'O, singletovy kyslik; AA: kyselina askorbova; Apo: apoplast; APX: askorbatperoxidasa; CARs: Karotenoidy;
CAT: katalasa; Cyt; cytosol; Chl: chloroplast; DHA: dehydroaskorbat; DHAR: dehydroakorbatreduktasa; ER: endoplazmatické
retikulum; Gly: glyoxisomy; GPX: guajakolperoxidasa; GR: glutathionreduktasa; GSH: glutathion; GSSG: oxidovany glutathion;
GST: glutathion-S-transferasa; H,O: voda; H,O,: peroxid vodiku; MDHA: monodehydroaskorbat; MDHAR:
monodehydroaskorbatreduktasa; Mit: mitochondrie; O,: kyslik; 057: superoxidovy radikal; OH': hydroxylovy radikal; Per:
peroxisomy; POX: peroxidasa; SOD: superoxiddismutasa; TOCs: tokoferoly; Vac: vakuola.

2.25 Reaktivni formy Kysliku a ptsobeni téZkych kovi na rostliny

Primarni odezvou rostlin vystavenych vysokym hladinam tézkych kova (Cd) je produkce
reaktivnich forem kysliku zpuisobujici oxidaéni stres (Yadav, 2010). Tézké kovy indukuji
oxidacni stres v buiikach rostlin nasledujicimi zpisoby: (1) pfimym pfenosem elektronti
V jednoeletronovych reakcich, které vedou k produkci volnych radikaly;
(2) prostiednictvim pfechodnych kovi (napi. Fe**, Cu?*) nesoucich ve svém orbitalu
neparové elektrony a podporujicich pienosy elektrontt na O, interkonverzi ROS
a oxidoreduk¢ni jevy; (3) interferenci s metabolickymi drahami zejména v tylakoidnich
membranach; (4) inaktivaci antioxidacnich enzymd, jako napf. katalasy
a superoxiddismutasy, zodpovédnych za detoxikaci volnych radikal (Obr. 2) (Matovi¢
etal., 2011; Das et al., 2016).



produkty

‘[/v Konjugované
. Cd

Oxidaénl poskozenl

proteint Peroxidace lipidu

Oxidaéni podkozeni
DNA

Obr. 2 Zptisoby Cd-indukované tvorby reaktivnich forem kysliku. Kadmium narusuje enzymovou
slozku antioxida¢niho obranného systému rostlin: SOD: superoxiddismutasa; CAT: katalasa;
GSH-Px: glutathionperoxidasa; GST: glutathion-S-transferasa; GR: glutathionreduktasa
a neenzymovou slozku: GSSG a GSH: oxidovany a redukovany glutathion. Kadmium také
zvysuje hladiny pifechodnych kovii (Fe**, Cu?*), které mohou rozkladat peroxid vodiku (H,O,) na
reaktivni hydroxylovy radikal (OH') (pfevzato z Matovi¢ et al., 2011).

4

Jednim z nejSkodlivéjSich G¢inkd reaktivnich forem kysliku u rostlin vystavenych
pusobeni téZkych kovl je peroxidace lipidi, kterda muize piimo zplsobit poskozeni
biomembran. Za spolehlivy ukazatel oxidacniho stresu u rostlin lze povaZovat
malondialdehyd (MDA), jelikoz se jedna o jeden z produktl rozkladu polynenasycenych

mastnych kyselin biomembran (Demiral a Tiirkan, 2005).

Pro boj s toxicitou téZkych kovii a jejich akumulace rostliny vyvinuly detoxikacni me-
chanismy (Das et al., 2016). Tyto mechanismy jsou primarn¢ zalozeny na produkci thiola
s nizkou molekulovou hmotnosti a vysokou afinitou k toxickym kovam (Bricker et al.,
2001). Mezi nejvyznamngj$i thioly s nizkou molekulovou hmotnosti produkovanych
Vv souvislosti s expozici rostlin tézkymi kovy fadime glutathion (GSH) a cystein (Cys).
Glutathion (GSH) je siru obsahujici tripeptidovy thiol skladajici se z glutaminu, cysteinu
a glycinu (y-Glu-Cys-Gly) (Yadav, 2010). Vyskytuje se ve formé redukované jako thiol
(GSH) nebo ve formé oxidované jako disulfid (GSSG) (Borkova, 2008). GSH je
syntetizovan dvéma reakcemi zavislymi na ATP, kde y-glutamylcysteinsynthetasa
(GSH1, EC 6.3.2.2) katalyzuje tvorbu peptidové vazby mezi karboxylovou skupinou
glutamatu  a aminoskupinou cysteinu za vzniku y-glutamylcysteinu  (y-EC).



Ve druhé¢ reakci glutathionsynthetasa (GSH2, EC 6.3.2.3) liguje glycinovy zbytek s y-EC
za vzniku GSH (YYadav, 2010). Redukovany glutathion ptisobi jako antioxidant a ptimo
se podili na redukci vétSiny druhtit ROS generovanych béhem oxida¢niho stresu (Millar
et al., 2003; Foyer a Noctor, 2005; Shao et al., 2008). Kromé¢ toho hraje GSH zasadni roli
v mnoha bunécnych detoxikacnich procesech xenobiotik a tézkych kovi. Mechanismus
ucinku GSH spociva v konjugaci GSH s cilovou slou¢eninou, ktera ma byt detoxikovana
(Marrs, 1996; Alfenito et al., 1998). Konjugace GSH je fizena prostfednictvim
glutathion-S-transferasy (Edwards et al., 2000; Edwards a Dixon, 2005). Konjugaty jsou
nasledné transportovany do vakuol a chrani tak rostlinnou bunku pted jejich skodlivymi
ucinky (Klein et al., 2006; Yazaki, 2006). GSH je také vyznamny jakoZzto prekurzor pro
syntézu fytochelatinil. Jedna se o malé polypeptidy bohaté na cystein vazajici se na tézké
kovy. Fytochelatiny jsou syntetizovany z GSH v transpeptidizacni reakci katalyzované
enzymem fytochelatinsynthasou (Yadav, 2010). Fytochelatiny tvoii v cytosolu komplexy
s ionty toxickych kovil a nasledné je transportuji do vakuol, tudiz chrani rostlinné bunky

pted Skodlivymi G¢inky tézkych kovi (Salt a Rauser, 1995).

2.3 Role reaktivnich forem dusiku v obrannych mechanismech

u rostlin

231 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS) jsou slouceniny primarné odvozené od oxidu dusnatého
(NO) a mohou vznikat bud’ jeho oxidaci, nebo redukci. RNS lze rozdélit do dvou skupin,
a to na skupinu volnych radikalti zahrnujici oxid dusnaty (NO) a oxid dusicity (NO2) a na
skupinu latek neradikaloveé povahy, do které fadime kyselinu dusitou (HNO2), oxid dusity
(N203), peroxynitrit (ONOO), alkylperoxynitrit (ROONO), S-nitrosothioly (SNO)
a dalsi. RNS predstavuji ustfedni molekuly pro regulaci velkého mnoZstvi bunéénych
procesu v rostlindch, které jsou nedilnou soucasti jejich vyvoje a reakci na abioticky stres
(Umbreen et al., 2018). Je dulezité si uvédomit, ze tyto malé redoxné aktivni molekuly
jsou kli¢ovymi komponenty sité pro pienos bunééného signilu a jsou vyznamné pii
aktivaci antioxida¢nich obrannych mechanismu rostlin (del Rio et al., 2006; Yun et al.,
2012; Skelly a Loake, 2013; Asgher et al., 2017).
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Oxid dusnaty (NO, N=0) je multifukéni, redoxné reaktivni, mald, difuzni, bioaktivni
plynna molekula, ktera tidi Siroké spektrum rdstovych a vyvojovych procest rostlin
a ucastni se nékolika mechanismu tolerance vici abiotickému stresu (Xiong et al., 2010;
Arasimowicz-Jelonek et al.,, 2011). Z davodu pfitomnosti neparového elektronu
v ©t orbitalu atomu dusiku molekuly NO se jedna o vysoce reaktivni molekulu s dvojim
pusobenim (tj. pozitivni/negativni) V biologickych systémech. Vzhledem ke svym
vyjimeénym chemickym vlastnostem a biologickému pisobeni je NO povaZzovan za

velmi vyznamného zastupce RNS (Asgher et al., 2017).

2.3.2 Produkce reaktivnich forem dusiku — oxid dusnaty

Dle soucasnych znalosti maji rostliny Sirokou $kalu biosyntetickych drah NO, které lze
obecné Kklasifikovat jako oxidaéni nebo redukéni, zahrnujici jak enzymové, tak

neenzymové procesy (Gupta et al., 2011; Kolbert et al., 2019).

Enzymova reduk¢ni draha biosyntézy NO je zajisténa prostiednictvim nitratreduktasy
(NR, EC 1.6.6.1), ktera vyuziva NAD(P)H jako zdroj elektron( pro pifeménu dusi¢nanti
na dusitany (NO3). Ty jsou nasledné redukovany na NO (Gill et al., 2013). Za bé&Zznych
fyziologickych podminek se vSak odhaduje, Ze procento aktivity NR in vivo zapojené do
redukce dusitanli pfedstavuje pouze piiblizné 1 % kapacity redukce dusi¢nant. Pfesto je
NR dulezitym zdrojem enzymové produkce NO v rostlinach (Gupta et al., 2011).
V rostlinach mohou byt dusitany enzymové redukovany také jinymi enzymy, jako jsou
nitrit:NO-reduktasa (Ni:NOR), ktera je pravdépodobné lokalizovana v plazmatické
membran¢, nebo xantinoxidasa (XO), ktera pro svou funkci vyzaduje molybden jako
kofaktor (Stohr a Ullrich, 2002; Neill et al., 2003). Bylo také prokazano, ze kienova
peroxidasa vytvaii NO z hydroxymocoviny a peroxidu vodiku (Huang et al., 2002;
Veitch, 2004). Dalsimi kandidaty pro tvorbu NO jsou hemové proteiny, cytochromy
P450. Tyto proteiny katalyzuji oxidaci N-hydroxyargininu (NOHA) vV pfitomnosti
NADPH a Oz za vzniku NO (Obr. 3) (Boucher et al., 1992; Mansuy a Boucher, 2002).
Produkci NO v rostlinach muze vyvolat také pritomnost polyamint, jako jsou spermin
a spermidin (Tun et al., 2002). Bylo dokazano, ze hladiny polyamint koreluji s produkci

NO, jelikoz L-arginin je prekurzorem v jejich biosyntéze (Gao et al., 2009).

Enzymovéa oxidacni drdha biosyntézy NO je zajiSténa prostfednictvim oxidace
sloucenin redukovaného dusiku: L-argininu, polyamini nebo hydroxylamini (Kolbert

etal.,, 2019). Na rozdil od dobfe charakterizovaného enzymu NO synthasy (NOS)
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u savcu, ktery katalyzuje tvorbu NO oxidaci L-argininu na L-citrulin za pfitomnosti
NADPH, urostlin dosud nebyly nalezeny zadné typické NOS nebo NOS podobné
sekvence, coZ naznacuje, ze za generovani NO v zavislosti na argininu neni zodpovédny
zadny rostlinny homolog savéi NOS ve vysSich rostlinach (Tamas et al., 2018). Na rozdil
od vyssich rostlin byly u fas, jako je Ostreococcus tauri a Synechococcus sp. PCC 7335,
charakterizovany enzymy NOS funk¢né a strukturalné podobné NOS savcu (Foresi et al.,
2010; Correa-Aragunde et al., 2018). Stru¢né feceno, ackoliv se produkce NO v zavislosti
na argininu u vysSich rostlin vyskytuje, konkrétni enzymy zapojené do oxidacni

biosyntetické drahy nejsou piesné znamé (Cassia et al., 2018).

Pro produkci NO neenzymovymi mechanismy je vyznamny kolob&éh dusiku.
Ten predstavuje atmosféricky dusik (N2), ktery je inkorporovan fixaci (napf.
symbiotickymi bakteriemi) a nasledné¢ asimilovdn. Po amonifikaci, nitrifikaci
a denitrifikaci se dusik vraci zpét do prostiedi. Nitrifikace pfevadi amoniak na dusitany
(NO3) a ty se oxiduji na dusi¢nany (NO3) (Ghaly a Ramakrishnan, 2015). Cyklus
nitrifikace/denitrifikace také poskytuje NO jako vedlejsi produkt oxidace N2>O (Obr. 3).
Je také znamo, ze neenzymova redukce NO; pti kyselém pH (pH 3-6) a za ptitomnosti
kyseliny askorbové (AsA) vede ke vzniku NO a dehydroxyaskorbatu (DHA). Dal§im
neenzymovym mechanismem navrzenym pro tvorbu NO je svétlem zprostfedkovana

redukce NO; karotenoidy (Obr. 3) (Gill et al., 2013).
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Obr. 3 Schéma biosyntetickych drah NO v rostlinach. AsA: kyselina askorbova; DHA:
dehydroxyaskorbat; H2O,: peroxid vodiku; NOHA: N-hydroxyarginin; NOS: synthasa oxidu
dusnatého; NADPH: nikotinamidadenindinukleotidfosfat; NR: nitratreduktasa; NiR:
nitritreduktasa; N2O: oxid dusny; NO5: iont oxidu dusi¢itého; NO3: dusi¢nanovy ion; NHa:
amonny ion; XO: xantinoxidasa (pfevzato z Gill et al., 2013).
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2.3.3 Vyznam a funkce oxidu dusnatého

V Zzivocisnych systémech mé oxid dusnaty (NO) dtlezitou roli jako neurotransmiter
a podili se na regulaci imunitnich odpovédi nebo svalové relaxaci (Gupta et al., 2011).
U bakterii NO indukuje geny podilejici se na ochran¢ pred oxidacnim stresem a plisobi
jako signal pii patogenezi a rezistenci vu¢i patogenim (Sudhamsu a Crane, 2009).
U rostlin je NO klicovou signalni molekulou, ktera se vSudypfitomné podili na regulaci
rozmanitého spektra fyziologickych, vyvojovych a biochemickych procesti v rostlinach
(Asgher et al., 2017). Je také znamo, Ze se NO podili na regulaci ¢etnych odpovédi rostlin
na rizné abiotické a biotické stresové podminky (Qiao a Fan, 2008). Tak jako jiné
molekuly volnych radikalt zavisi biologicky uc¢inek NO na bunééné koncentraci a na
mistu produkce (Asgher et al., 2017). Pii nizkych koncentracich NO pusobi jako signalni
molekula. Mezi procesy, u nichZ je prokdzano, Ze jsou regulovany NO, patii kliceni
semen, rust kotfentll, dychani, uzavirdni stomat a adaptivni reakce na biotické a abiotické
stresy, napf. sucho, teplo, chlad, salinita nebo ptisobeni tézkych kovi (Gupta et al., 2011;
Mutlu a Yiirekli, 2015). V pfipad¢, ze koncentrace NO v rostliné vyrazné vzroste na
dostate¢né vysokou hladinu, miize dochazet k indukci tzv. nitrosa¢niho stresu, nasledkem

kterého dochazi k poskozeni rostlinnych bunék (Asgher et al., 2017).

234 Regulace hladiny oxidu dusnatého v rostlinnych buiikach

Biosyntéza, degradace a interakce NO s reaktivnimi partnery jsou kriticky dulezitymi
mechanismy pro regulaci hladin NO v rostlinnych bunikach v ustaleném stavu (Kolbert
etal,, 2019). Poté co je NO generovano, muze interagovat s jinymi redoxnimi
molekulami a potencidlné regulovat biologickou aktivitu proteint prostfednictvim fady
riznych mechanismt (Fancy et al., 2017). Jednim z téchto mechanismu je reakce NO
se zastupcem ROS (superoxidovym radikalem) za vzniku peroxinitritu (ONOO")
(Beckman et al., 1990). Tvorba peroxynitritu mtize vést k nitraci tyrosinovych residui
proteind. Jedna se o nevratny dvoustupiiovy proces posttranslacni modifikace, béhem
kterého se nitroskupina NO2 vaze na aromaticky kruh tyrosinu v poloze ortho, coz vede
k tvorbé 3-nitrotyrosinu (Souzaet al., 2008). V dusledku vazby NO- na tyrosin muze dojit
ke zménam konformace modifikovanych proteini a naslednému ovlivnéni jejich
biologické aktivity. Nitrace snizuje moznost fosforylace tyrosinu, coz muze ovlivnit
ptrenos informaci v fad¢ signalnich drah v rostlinnych buinikach (Hnizdova et al., 2009).

Dalsim mechanismem je S-nitrosylace. Jedna se o reverzibilni kovalentni pfipojeni
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skupiny NO k thiolovému bo¢nimu fetezci (-SH) cysteinu za vzniku S-nitrosothiolu
s nizkou molekulovou hmotnosti, jako je S-nitrosocystein nebo S-nitrosoglutathion
(Obr. 4) (Hogg, 2000; Benhar et al., 2009; Spadaro et al., 2010). S-nitrosylace je
mechanismus posttranslaéni modifikace pii kterém dochazi k modifikaci aktivity

proteini, zméng jejich lokalizace nebo interakce (Lamotte et al., 2015).

Receptor NO,
na povrchu buiky = J
I[Prasmaticka Sy et ,'l
membrana | .~ !
' | b
7 | ’
s .
/ ’.Y podobna NOS ‘,'
/ 5 e
, .
[ >
N SH SNO

Zmény aktivity proteinu,
lokalizace, stability a interakci

Modulace signalu, adaptace
a odpovéd na stres

Obr. 4 Mechanismus a nasledky reverzibilni S-nitrosylace. Oxid dusnaty (NO), ktery je tvofen
predevs§im synthasou podobnou NOS, nebo vys$§imi oxidy dusiku (NOx) mohou reagovat
Vv ptitomnosti elektronovych akceptorit s proteinovymi thioly za vzniku S-nitrosylovanych
proteind (SNO proteini). Enzymova denitrosylace SNO proteinti je zprostfedkovana jednim ze
dvou enzymovych systému: systém S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR), ktery obsahuje
glutathion (GSH) a systém thioredoxinreduktasy (TrxR), ktery obsahuje thioredoxin (Trx).
Signaly iniciované receptory bunétného povrchu mohou regulovat aktivitu synthasy podobné
NOS adenitrosylas, které urCuji rovnovahu mezi S-nitrosylaci a denitrosylaci proteinu
(pfevzato z Benhar et al., 2009).

Nejhojnéji zastoupenym S-nitrosothiolem je S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery je
generovan S-nitrosyla¢ni reakci NO s glutathionem (GSH) (Hasanuzzaman et al., 2018).
Kromé toho, Ze se jedna o intracelularni rezervoar NO, miZe byt GSNO transportovan
mezi bunikami, a tudiz mit funkci pfenasece signalu NO na velké vzdalenosti (Cassia
et al., 2018). Hladina GSNO v bunce ma vliv na stupen nitrosylace proteint a peptidu,
¢imz ovliviiuje funkci a aktivitu riznych enzymi a transkripénich faktort. In vivo je
hladina GSNO fizena enzymem GSNOR, alkoholdehydrogenasou tfidy I1I, znamou také

jako formaldehyddehydrogenasa zavisla na glutathionu. Tento enzym zprostiedkovava
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redukci GSNO na glutathion sulfinamid za vyuziti kofaktoru NADH. Nasledn¢ dochazi
ke spontanni chemické preméné, ktera vede k rtiznym produktim, véetné glutathion
disulfidu (GSSG), hydroxylaminu (NH2OH), kyseliny glutathion sulfinové (GSO2H)
aamoniaku (NH3) (Gupta et al., 2011). GSNOR se podili na aktivaci antioxida¢niho
systému, regulaci tvorby ROS a RNS, bunééném redoxnim stavu, stimulaci genti
reagujicich na stresové podminky a programované bunééné smrti vyvolané stresem
(Ticha et al., 2017b; Cheng et al., 2018). Dalsim enzymem podilejicim se na regulaci
hladiny GSNO je thioredoxinreduktasa (TrxR, EC 1.6.4.5) (Cassia et al., 2018).

2.35 Oxid dusnaty a piisobeni téZkych kovii na rostliny

Bylo prokazano, ze Cd, jeden z nejvice toxickych prvki vyskytujicich se ve vnéjSim
prostredi, interferuje s oxidem dusnatym, multifunkéni signalni molekulou v zivych
organismech. Bylo také zjisténo, ze u rostlin vystavenych pusobeni tézkého kovu Cd
dochazi in vivo ke zvysené tvorbé NO. Za béznych fyziologickych podminek je hladina
a lokalizace ROS a produkce NO v buiice vyvazend, coz usnadiiuje nasledné signalizacni
procesy nebo posttranslacni modifikace. V rostlinach vystavenych pasobeni kadmia
dochdzi na bunééné urovni k akumulaci ROS, ¢imz se zvySuje riziko oxida¢niho stresu
u rostlin. Nésledkem je naruSeni enzymového a neenzymového antioxidacniho systému.
Zaroven se jevi jako pravdépodobné, Ze dochazi ke zménam v produkci syntézy NO, coz
vede k nerovnovaze mezi ROS a NO (Arasimowicz-Jelonek et al., 2011). Je zajimavé, ze
interakce ROS/NO muzZe byt cytotoxickd nebo ochrannd v zévislosti na relativnich
koncentracich ROS a NO (Beligni a Lamattina, 1999). VSeobecné je znamo, ze NO chrani
rostlinné bunky pfed oxidacnim stresem. Tato ochranna funkce NO je zajisténa (1) reakci
s lipidovymi radikaly, ktera zastavuje Sifeni peroxidace lipid{; (2) vychytavanim O3
aONOO", ¢imz se neutralizuji dalsi bunécné procesy; (3) aktivaci antioxidac¢nich
enzym, napf. superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1), katalasy (CAT, EC 1.11.1.6),
askobatperoxidasy (APX, EC 1.11.1.11), guajakolperoxidasy (GPX, EC 1.11.1.7)
a glutathionreduktasy (GR, EC 1.6.4.2) a (4) funkci NO jako signalni molekuly v kaskadé
reakci vedoucich ke zménam v genové expresi pfi stresu vyvolaném plisobenim tézkych
kova (Obr. 5) (Gill et al., 2009; Hao a Zhang, 2010; Hasanuzzaman et al., 2013).
Dosud publikované vysledky naznacuji intenzivni vzajemnou komunikaci mezi NO,

ROS a dalsimi molekulami, které by mohly byt zapojeny do bunétné signalizace
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pii stresu vyvolaném Cd, jako jsou polyaminy (PA), kyselina jasmonova (JA), kyselina

salicylova (SA) a ethylen (ET) (Groppa et al., 2008; Rodriguez-Serrano et al., 2009).

Signalizace

Nitrace proteinu

f

» OONO"

Antioxidanty,
GSNO

OXIli proteinkinasa

Genova exprese

v

Aktivace

Fe- 3=

Ochrana pred oxidacnim stresem

Obr. 5 Mozné mechanismy ochrany rostlin vystavenych abiotickému stresu ptsobeni tézkych
kovt (Cd) prostiednictvim NO (ptevzato z Gill et al., 2013).

2.4 Role polyaminii v obrannych mechanismech u rostlin

24.1 Polyaminy

Polyaminy (PA) jsou alifatické organické slouceniny S nizkou molekulovou hmotnosti,
které obsahuji variabilni uhlovodikové fetézce se dv€ma nebo vice primdarnimi
aminoskupinami (NH.) (Takahashi a Kakehi, 2010; Vuosku et al., 2018). PA se vyskytuji
ve formé volné nebo jako konjugaty vazané na fenolové kyseliny a jiné slouéeniny
s nizkou molekulovou hmotnosti nebo na makromolekuly, jako jsou proteiny a nukleové
kyseliny (Rady et al., 2019). Schopnost interakce PA s proteiny a nukleovymi kyselinami,
membranovymi fosfolipidy a slozkami bunéénych stén je umoZnéna v dasledku
polykationtové povahy PA pii fyziologickych hodnotach pH (Mutlu a Yiirekli, 2015).
Mezi nejbéznéji se vyskytujici volné PA fadime diamin putrescin (Put), diamin kadaverin
(Cad), triamin spermidin (Spd) a tetraamin spermin (Spm) (Obr. 6) (Wimalasekera et al.,
2011; Jastrzab et al., 2017).
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Obr. 6 Strukturni vzorce biogennich polyamint (pfevzato z Jastrzab et al., 2017).

24.2 Vyznam a funkce polyaminii u rostlin

PA jsou vSudypiitomné ve vSech zivych organismech (Wimalasekera et al., 2011).
Z dvodu polykationtové povahy PA, kterd umoziuje vazbu a stabilizaci aniontovych
makromolekul v bunice, se zpocatku predpokladalo, Ze jsou biologické funkce PA pouze
strukturalni (Anwar et al., 2015; Pegg, 2016). Pozdé&jsi studie vSak odhalily u¢ast PA na
celé¢ tfadé vyvojovych a fyziologickych procesti, jako jsou napi. regulace bunécné
proliferace, somatickd embryogeneze, diferenciace, morfogeneze a starnuti, transkripéni
a translacni regulace, genova exprese, homeostaza a signalni transdukce (Kusano et al.,
2007; Kusano et al., 2008; Takahashi a Kakehi, 2010; Anwar et al., 2015; Pegg, 2016).
Je také zndmo, Ze PA zvysuji toleranci rostlin vici pisobeni riznych environmentalnich
strestl, jako je salinita, chlad, sucho, v¢etn¢ puisobeni tézkych kova (Liu et al., 2007;
Wimalasekera et al., 2011). Kromé toho mohou PA zachytavat reaktivni formy kysliku
(ROS) a dalsi volné radikaly a stimulovat antioxidacni obranny systém u rostlin
(Haetal., 1998; Kubis, 2008). PA také zvysuji expresi genti kodujici antioxidacni
enzymy (Wang et al., 2010). Vzhledem k silné antioxidac¢ni kapacité jsou PA klicové pii
omezeni rozsahu poskozeni biologickych makromolekul zprostiedkovaného oxida¢nim

stresem (Alcazar et al., 2010).
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24.3 Biosyntéza polyamini

Biosyntéza polyaminii je zahajena dekarboxylaci aminokyselin ornithinu, argininu
a lysinu. K syntéze spermidinu (Spd) a sperminu (Spm) je vyuzito aminopropylové ¢asti
methioninu (Bagni a Tassoni, 2001). K biosyntéze putrescinu (Put) v rostlinnych bufikach
dochazi dvéma odlisSnymi cestami: bud’ pfimo dekarboxylaci ornithinu prostfednictvim
ornithindekarboxylasy (ODC; EC 4.1.1.17) nebo neptimo dekarboxylaci argininu pomoci
arginindekarboxylasy (ADC; EC 4.1.1.19) (Obr. 7) (Wimalasekera et al., 2011).
Biosyntéza Put drdhou ADC je nasledovana dvéma po sobé jdoucimi kroky
katalyzovanymi agmatiniminohydrolasou (AIH; EC 3.5.3.12), kdy nejprve dojde
k transformaci agmatinu na N-karbamoylputrescin  a  poté  pomoci
N-karbamoylputrescinaminohydrolasy (CPA; EC 3.5.1.53) na putrescin (Obr. 7) (Bagni
a Tassoni, 2001; Wimalasekera et al., 2011; Jastrzab et al., 2017).

Triaminovy spermidin (Spd) a tetraaminovy spermin (Spm) se vytvari postupnym
pfiddvanim aminopropylovych skupin k Put a Spd v reakcich katalyzovanych
spermidinsynthasou  (SPDS;  putrescinaminopropyltransferasa; EC  2.5.1.16)
a sperminsynthasou  (SPMS;  spermidinaminopropyltransferasa; EC  2.5.1.22).
Aminopropylové skupiny se vytvaieji dekarboxylaci S-adenosylmethioninu (SAM)
katalyzovanou S-adenosylmethionindekarboxylasou (SAMDC; EC 4.1.1.50) (Obr. 7)
(Slocum et al., 1984).
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Obr. 7 Schéma drah biosyntézy hlavnich rostlinnych polyaminti. ADC: arginindekarboxylasa;
AlIH:  agmatiniminohydrolasa;  CPA:  N-karbamoylputrescinaminohydrolasa;  ODC:
ornithindekarboxylasa; SPDS: spermidinsynthasa; SPMS: sperminsynthasa;
SAMsynthasa: S-adenosylmethioninsynthasa; SAMDC: S-adenosylmethionindekarboxylasa
(pfevzato z Jastrzab et al., 2017).

Schopnost biosyntézy Put prostiednictvim dvou alternativnich cest je piipisovana
potiebé specifického fizeni riznych funkci v ristu a vyvoji rostlin (Koetje et al., 1993).
Predpoklada se, Zze syntéza Put ODC drahou je vyznamna v souvislosti s délenim
rostlinnych bun¢k (Acosta et al., 2005), kdezto ADC draha je dulezita ve stresovych
odpovédich a v morfologickych procesech (Gemperlova, 2009). Dulezité je také
zduraznit, ze fada abiotickych a biotickych stresovych faktori siln€ reguluje expresi genti

podilejicich se na biosyntéze polyaminti (Wimalasekera et al., 2011).
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244 Katabolismus polyamini

Katabolismus polyaminli probih4 oxida¢ni deaminaci za pomoci enzymili aminooxidas,
které prevadéji biogenni polyaminy na odpovidajici aminoaldehyd. U rostlin rozli§ujeme
dv¢ skupiny téchto enzymui: méd’ vazajici diaminooxidasy (DAO; EC 1.4.3.6) a flavin
vazajici polyaminooxidasy (PAO; EC 1.5.3.11) (Bouchereau et al., 1999). Né&které
izoformy PAO se také icastni zpétné pfemény sperminu na spermidin nebo putrescin
(Moschou et al., 2008). V rostlinach se degrada¢ni produkty polyaminového katabolismu
dale metabolizuji NAD* dependentnimi aminoaldehyddehydrogenasami (AMADH,
EC 1.2.1.19 nebo EC 1.2.1.54) na aminokyseliny, naptiklad 1-amino-3,3-diethoxypropan
(APAL) a 4-aminobutyraldehyd (ABAL) na B-alanin akyselinu y-aminomaselnou
(GABA) (Awal et al., 1997). Pti oxidaci putrescinu vznika pyrrolin, H2O> a amoniak
(Gill a Tuteja, 2014). Poté nasleduje pfeména pyrrolinu na GABA, ktera je finalné
pfeménéna na kyselinu jantarovou, ktera je soucasti Krebsova cyklu (Obr. 8) (Eller et al.,

2006; Chen et al., 2019).

0,+H.0 NH;+H.0, 0.+H.O NH;+H,0,
N.PAO._| \_PAO. .
Spermin SPMS Spermidin — Putrescin
PAO™. PAO ™ DAO
3-aminopropyl-4- ’
amificbitanal 3-diaminopropan 4-aminobutanal
Krebsav : v "
cyklus pyrrolin
T PYRR-DH
| ’
sukcinat GABA

Obr. 8 Schéma drahy katabolismu rostlinnych polyamini. PAO: polyaminooxidasa;
DAO: diaminooxidasa; SPMS: sperminsynthasa; SPDS: spermidinsynthasa, PYRR-DH:
pyrrolindehydrogenasa (pievzato z Chen et al., 2019).

Tyto oxidacni drahy mohou ovlivnit homeostazu polyaminti a modulovat hormonalni
signalizaci a redoxni stav, a tim ud¢lit ochrannou roli ve stresovych podminkach (Aziz
et al., 1999; Moschou et al., 2008; Pal et al., 2015). Homeostaze polyaminti mtze byt
také ovlivnéna nerovnovédhou mezi aktivaci biosyntetickych a oxidac¢nich drah
ve stresovych podminkach, coz vede k nadbytku nebo nedostatku polyaminii a zptisobuje

nachylnost ke stresu (Aziz et al., 1999; Nambeesan et al., 2012; Hatmi et al., 2015).
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Oxidace polyamini je signalnim mechanismem jak pfi adaptaci na abioticky stres, tak
pti reakci na odolnost viici chorobam. Vedlejsi produkt katabolismu polyaminit H2O2 se
podili na zvysSené hladiné ROS v dasledku ptisobeni stresovych faktorti. Schopnost
produkce ROS mé vyznamnou funkci v rdmci obrannych mechanisma rostlin a je tizce
spjata i se zlepSenou odolnosti rostlin vici patogentim a toleranci viic¢i abiotickému stresu.
Vytvoreny H202 mlize indukovat expresi riznych obrannych nebo stresové reagujicich
gentl. Peroxid vodiku se také podili na programované bunécné smrti, taktéz na otevirani

stomat a pouziva se k zesit'ovani a zrani buné¢né stény peroxidasami (Hatmi et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Rostlinny material

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity dva genotypy hrachu setého

(Pisum sativum), které se 1isi rezistenci vici patogentm.

e P.sativum cv. Kudrna¢ — citlivy genotyp

e P. sativum cv. Twinset — rezistentni genotyp vuci padli, fusariovému vadnuti

a viru hrachové mozaiky PSbMV (Pea Seed-borne Mosaic Virus)

Obr. 9 Genotypy hrachu setého: A) Pisum sativum cv. Kudrna¢ B) Pisum sativum cv. Twinset

3.1.2 Chemikalie

Analytika spol. s.r.o. (Ceskd republika): Metranal®3 (jahodové listi), Metranal®8
(zelena fasa), peroxid vodiku p.a.”, vodny kalibraéni roztok pro prvek kadmium
AppliChem (Nemecko): dodecylsiran sodny (SDS)

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

Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko): albuminova frakce V, Tween-20, 5-brom-4-
chlor-3-indolylfosfat (BCIP), redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
(NADH)
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Enzo Life Sciences (Ceskd republika): aminofenylfluorescein (APF)

Honeywell Fluka (Rumunsko): askorbat sodny, diethyl ether, dihydrat disodné soli
kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na® EDTA), dimethylformamid (DMF), chlorid
kademnaty, methylmethanthiosulfonat (MMTS), pefabloc® SC

Lach-Ner (Ceskd republika): ethanol, glycelor, hydroxid sodny, chlorid sodny, kyselina

chlorovodikova, Kyselina octova, methanol, peroxid vodiku
Merck KGaA (Némecko): kyselina dusiéna 69% Suprapur®

SERVA Electrophoresis GmbH (Némecko): 4-(2-aminoethyl)benzensulfonylfluorid
(AEBSF), azid sodny, kienova peroxidasa, Triton X-100

Sigma-Aldrich (Neémecko): aceton, akrylamid (AA), 1-amino-3,3-diethoxypropan
(APAL),  4-amino-5-methylamino-2’,7'-difluorescein (DAF-FM), 4-amino-5-
methylamino-2',7'-difluorofluoresceindiacetat ~ (DAF-FM  DA),  benzoylchlorid,
bromfenolova modf, diaminobenzidin (DAB), diaminohexan (DAH), dihydrochlorid
putrescinu, dithiotreitol (DTT), fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), glycin, hovézi
sérovy albumin (BSA), hydroxyfenylfluorescein (HPF), chlorid hofecnaty, kyselina
mravendi, kyselina trichloroctova (TCA), merkaptoethanol, 2-methoxyfenol (guajakol),
N,N'-methylenbisakrylamid (BIS), n-butanol, neocuproin, nitrotetrazoliova modi (NBT),
oxidovand forma nikotinamidadenindinukleotidu (NADY), persiran amonny (APS),
poly(vinylpolypyrrolidon) (PVPP), Ponceaus S, protilatka anti-AMADH2 (krali¢i),
protilatka anti-biotin znacena alkalickou fosfatasou (mysi), sekundarni protilatka anti-
krali¢i znacena alkalickou fosfatasou, susené mléko (Skim milk Powder), N,N,N’,N'-

tetramethylethylenediamin (TEMED), tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Thermo Fisher Scientific (USA): 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat (H.DCF-DA),
EZ-Link™ HPDP-Biotin

Unilever (Ceska republika): SAVO

3.1.3 Pristroje a vybaveni

Analytické pfedvazky (Radwag, Polsko); analytické vahy (Denver instrument, USA);
automatické pipety (Eppendorf, Némecko); blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA);
blotovaci systém Trans-Blot SD semi-dry transfer cell (Bio-Rad, USA); centrifuga
5415 R (Eppendorf, Némecko); detek¢ni zafizeni Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA);
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digitalni pH metr (XS Instruments, Italie); digitalni predvazky (KERN, Némecko);
elektroforeticky systtm Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA);
elektromagneticka michacka (BioSan, Litva); exsikator (Kavalierglass, Ceska republika);
kolonky NAP-5 (GE Healthcare, USA); mikrodestickovy reader PowerWave XS (BioTek
Instruments, USA); mikrodesticky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); mikroskop Olympus
BX 50 (OLYMPUS, Japonsko); mikrovinny rozkladny systém MLS 1200 mega
(Milestone, Italie); nitrocelulosova membrana 0,45 um (Bio-Rad, USA); ORS-ICP-MS
7700x (Agilent Technologies, Japonsko); oscilaéni homogenizator MM400 (Retsch,
Némecko); rotac¢ni koncentrator Concetrator plus (Eppendorf, Némecko); rotator Grant
Bio PTR-30 (Keison Products, Anglie); teflonové mineraliza¢ni kelimky s vicky;
termostat (BioSan, Litva); tfepacka 3D (BioSan, Litva); vortex (BioSan, Litva); zdroj pro
elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Priprava rostlinného materiilu

Semena jednotlivych genotypi hrachu setého (P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv.
Twinset) byla sterilizovana za vyuziti 3% (v/v) roztoku Sava Original po dobu 2 minut.
10x vodou proplachnuta semena byla namocena ve vodé po dobu 24 h. Nasledné
nabobtnana semena byla rozmisténa na ¢tvercové Petriho misky obsahujici navlhéené
filtra¢ni papiry a ponechana klicit po dobu 3 dnii pfi teploté 25 °C. Po nakli¢eni semen
byly rostliny péstovany 7 dni ve fytotronu pii 25 °C v % Hoaglandoveé roztoku (Tab. 3).
Koncentrace CdCl v riistovém médiu byla 0, 1, 10 a 50 umol-1* CdCl.. Finalnim krokem
pfipravy rostlinného materialu byl odbér nadzemni a kotfenové €asti rostliny, zamrazeni
rostlinného materidlu pomoci tekutého dusiku a uchovavani materidlu pro nasledné
zpracovani v mrazaku pti —80 °C. V ptipadé mikroskopickych technik a stanoveni

produkce NO a H20O2 byl rostlinny material zpracovan ihned po odbéru.
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Tab. 3 Priprava Hoaglandova roztoku. KNOs: dusi¢nan draselny; Ca(NOs).-4H20: tetrahydrat
dusi¢nanu vapenatého; NHsH,PO,: dihydrogenfosfore¢nan amonny; MgSOa4-7H-0: heptahydrat
siranu hote¢natého; H3BOs: kyselina borita; KCI: chlorid draselny; MnSO4-5H20: pentahydrat
siranu manganatého; ZnSO,-7H,0: heptahydrat siranu zine¢natého; CuSOas-5H,0: pentahydrat
siranu m&d’natého; (NH4)sM07024:4H,0: tetrahydrat molybdenanu amonného; FeSO,-7H.0:
heptahydrat siranu zeleznatého; Na;EDTA: sodna sl kyseliny ethylendiamintetraoctove;
FeEDTA: Zelezita sul kyseliny ethylendiamintetraoctové.

Chemicka latka Koncentrace Molekulovda Objem Vysledna

zasobniho hmotnost [ml-1']  Kkoncentrace
roztoku [g-mol™] [pmol-F]

[mmol-1"]
KNO; 1000 101,1 1,5 1500
Ca(NO3)2-4H:20 1000 236,16 1 1000
NH;H:PO, 1000 115,08 0,5 500
MgS04-7TH20 1000 246,49 0,25 250
H:BO: 25 61,84 0,5 12,5
KCl1 50 74,5 T 50
MnSQ,4-5H;0 2 241,08 2
ZnSO4-TH:0 2 287,55 ! 2
CuSO04:5H20 0,5 249,75 0,5
(NHs)eM07024-4H20 0,5 1235,95 1 0,5
FeSO, TH,0 > FeEDTA 20 278,02 T | 20
Na,EDTA 20 372,24 L 20

3.2.2 Zpracovani rostlinného materialu

Z rostlin uchovavanych pii —80 °C (nadzemni a kofenové ¢asti) byl pfipraven smésny
vzorek (z 3-5 rostlin) homogenizaci za pomoci tekutého dusiku v tfeci misce do podoby
jemného prasku. Takto pfipravené rostlinné vzorky byly rozdéleny do mikrozkumavek
po 300 mg a uchovavany v mrazicim boxu pii —80 °C pro dalsi zpracovani. K extrakci
vzorkil byl vyuzit extrakéni pufr s nasledujicim slozenim: 0,1 mol-1"t K-fosfatovy pufr,
pH 7; 1% (w/v) PVPP; 2 mmol-1* DTT; 0,5 mmol-1? pefabloc; 2 mmol-1* EDTA.
Extrakce byla provedena v poméru 1:2 (w/v). Homogenat byl vortexovan po dobu 2 minut
a nasledné ponechan 20 minut na rotatoru v chladicim boxu pro dokonalé¢ promichani
rostlinného vzorku s extrakénim pufrem. Poté nasledovala centrifugace vzorkt 20 minut

pti 16 000 g a teploté 4 °C.
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3.2.3 Stanoveni obsahu kadmia v hrachu setém

Pro stanoveni obsahu kadmia v rostlinach byly vyuzity nadzemni a kotenové ¢asti 10—15
rostlin po lyofilizaci. Stanoveni bylo realizovano ve 3 biologickych opakovanich.
K piiprave rostlinnych vzorka byl pouzit mikrovinny rozkladny systém MLS 1200 mega,
ktery vyuziva pro rozklad vzorku zvysSené teploty a tlaku. Tento systém umoznuje
soucasné pripravu az 6 rostlinnych vzorka ve specidlnich teflonovych kelimcich s vicky.
Rostlinné vzorky v teflonovych kelimcich byly zvazeny. Poté bylo do teflonovych ke-
limki ptidano 5 ml 69% kyseliny dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku. Nésledovalo umisténi
pfipravenych rostlinnych vzorkl v teflonovych kelimcich do pfistroje. K rozkladu byl

vyuzit rozkladny program, ktery je popsan v tabulce (Tab. 4).

Tab. 4 Rozkladny program vyuzity k ptipravé vzorkti za pomoci mikrovinného rozkladného
systému MLS 1200 mega.

Krok ¢&islo | Cas [min] | Vykon [W]
1 250

0

400

0

500

0

600

N

N[OOI~ WIN
DDINININOT N

Po dokonceni rozkladného programu byly teflonové kelimky vyjmuty z pfistroje
a ponechany vychladnout. Ziskany obsah z teflonovych kelimku byl pfenesen do pfedem
zvazenych a oznaCenych 15 ml zkumavek. Naplnéné zkumavky byly zvazeny pro
stanoveni pfesné hmotnosti ziskaného vzorku. Pro stanoveni obsahu kadmia
Vv ptipravenych rostlinnych vzorcich a certifikovanych referenénich materialech
(jahodové listi a zelena tasa) byl vyuzit ptistroj ORS-ICP-MS 7700X. Pro ptipravu
kalibra¢nich roztokt byl pouzit vodny kalibraéni roztok pro prvek kadmium. Kalibra¢ni

fada byla stanovena v rozmezi 0—1000 ppb (0, 1, 50, 100, 500, 1000 ppb).

3.24 Stanoveni fyziologickych parametri rostlin

U 7dennich rostlin obou genotypi P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset byla
stanovena primérna délka nadzemni a kotfenové Casti (vyhodnoceno vzdy 30 rostlin
v 5 biologickych opakovanich). Byla stanovena primérna hmotnost ¢erstvého materialu
(FW) nadzemni a kotfenové casti a po lyofilizaci rostlinného materialu byla stanovena

pruméma hmotnost suchého materidlu (DW) (vyhodnoceno 10-15 rostlin
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ve 3 biologickych opakovanich). Pro stanoveni primérného poctu postrannich kofend

byly vyhodnoceny 3 rostliny ve 3 biologickych opakovanich.

Tolerance dvou genotypt P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset na
piitomnost Cd?* byla vypoétena jako index tolerance (TI), ktery udava procento
hmotnosti Cerstvého (FWy), resp. suchého materidlu (DWy), resp. délky (Lt) kofenové
a nadzemni ¢asti rostlin péstovanych v ptitomnosti CdCl; o riznych koncentracich (1, 10
a 50 umol-1") oproti kontrolnim rostlinam (FW¢, resp. DW, resp. L¢) podle nasledujici

rovnice dle metodiky uvedené v praci Metwally et al. (2005):

TI [%] = e 100 = 100
o] = FW,
3.25 Stanoveni proteini metodou Bradforda

Metoda stanoveni proteinti dle Bradforda vyuziva vazbu barviva Coomassie Brilliant
Blue G-250 na protein. Toto barvivo existuje ve dvou riznych barevnych forméach.
Cervena forma barviva se po navazani na bilkovinu pfeméni na modrou formu, coZ

zpusobuje posun absorpéniho maxima barviva z 465 na 595 nm (Bradford, 1976).

Stanoveni proteinit metodou Bradforda bylo provedeno spektrofotometricky za vyuZiti
readeru PowerWave XS v 96-ti jamkovych mikrodestickach. Méfeni probihalo pii vinové
délce 595 nm. Do jednotlivych jamek mikrodesticky bylo pipetovano 45 pl destilované
vody, 5 ul standardu BSA/vzorku a 200 pl Bradfordova cinidla, tzn. zasobni roztok
Coomasie Blue nafedén destilovanou vodu v poméru 1:4 (zasobni roztok Coomasie
Brilliant Blue: 50 mg CBB G-250; 25 ml 95% methanolu; 50 ml 85% kyseliny
fosfore¢né). Nasledovala inkubace pii laboratorni teploté po dobu 5 minut. Pro kalibraci
byly vyuzity standardy hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci: 0,2 - 0,3 - 0,4
-05-06-07-08-09-1 mg~ml'1. Vzorky byly méteny ve dvojim technickém

opakovani.

3.2.6 Stanoveni vliva Cd?>* v médiu na obsah polyamint

Klasické analytické metody detekce polyamind v rostlinach jsou zalozeny na
chromatografickych metodach. Pro kvantifikaci polyaminti jsou vyuzivany predevsim
techniky zaloZené na chromatografické separaci pomoci HPLC s ptedkolonovou nebo
pokolonovou derivatizaci. Jednou z nejvyuzivanéjSich metod pro determinaci polyamina

je stanoveni benzoylderivati. Metoda vyuZziva principu reakce primarnich aminoskupin
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polyaminii s benzoylchloridem v alkalickém prostiedi. Benzoylderivaty vzniklé touto
reakci nasledné absorbuji zafeni v ultrafialové oblasti s maximy pii vinové délce

224 a 254 nm (Sanchez-Lopez et al., 2009).

Pro stanoveni vlivu Cd?* na obsah polyaminil bylo pouZito 5 mg lyofilizované
nadzemni a kofenové Casti rostlinného materialu péstovaného v ptitomnosti rozdilnych
koncentraci CdCl, (0, 1, 10, 50 pmoll?) dvou genotypti hrachu setého. K 5 mg
rostlinného materidlu bylo pfiddno 250 pl 5% kyseliny trichloroctové s ptidavkem
5 pmol-1" diaminohexanu (DAH) a 5 sklenénych kuli¢ek (3 mm) nutnych k nasledné
homogenizaci s frekvenci tiepani 27 Hz po dobu 5 minut. Zhomogenizované vzorky byly
sonikovany 10 minut pfi teploté 25 °C. Poté byla provedena centrifugace 10 minut pii
12 400 g. Supernatant byl kvantitativné pfenesen do ¢istych zkumavek, do kterych bylo
pfidano pro determinaci volnych polyamint 500 ul 2 mol-1* NaOH a 2,5 ul benzoyl
chloridu. Po 5 s vortexovani vzorkt byla reak¢ni smés ponechana 40 minut pfi laboratorni
teploté. Dale bylo pfidano 500 pl saturovaného roztoku NaCl. Benzoylované polyaminy
byly extrahovany 2x po 500 pl diethyl etheru. Vytvotena etherova vrstva v jednotlivych
vzorcich byla pfenesena do Cistych zkumavek, které byly vlozeny do rotac¢niho
koncentratoru na 30 minut pii 60 °C pro odpateni etheru. Takto ptipravené vzorky byly
rozpustény v 250 ul 0,5% kyseliny mravenci a ponechany sonikovat 10 minut pfi teploté
25 °C. Poté probehla centrifugace 10 minut pfi 16 000 g. Supernatanty jednotlivych
vzorki byly pteneseny po 70 ul do sklenénych vialek k analyze na ptistroji UHPLC-MS.

3.2.7 Stanoveni aktivity diaminooxidasy

Diaminooxidasa (DAO) katalyzuje oxidaci alifatického diaminu putrescinu na
aminoaldehyd za soucasné¢ho uvoliiovani peroxidu vodiku. Ten je vyuzit peroxidasou
k oxidaci guajakolu za vzniku 3,3'-dimethoxyfenyl-4,4'-bifenochinonu. Pfi této reakci
dochdzi ke wvzniku Zlutohnédé zbarvené¢ho produktu, ktery Ize detekovat
spektrofotometricky pii vinové délce 436 nm (e = 4 500 1:-mol*-cm™) (Smith a Barker,
1989).

Aktivita enzymu DAO byla méfena spektrofotometricky za vyuziti readeru
PowerWave XS v 96-ti jamkovych mikrodesti¢kach. Méteni probihalo pii 30 °C a vinové
délce 436 nm. Do jednotlivych jamek mikrodesticky bylo pipetovano 155 pl reakéni
smési s nasledujicim slozenim: 15 ml 100 mmol-1"* K-fosfatového pufru, pH 7; 250 ul

35 mmol-1? guajakolu a 250 pl 0,01% (w/v) kienové peroxidasy. Nasledovalo pridani
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15 ul Cerstve pripraveného rostlinného extraktu (kapitola 3.2.2). Pro zahajeni reakce bylo
do jednotlivych jamek ptiddno 5 ul 87,5 mmol-1"? putrescinu. Do jamek pro blank bylo
misto 5 pl 87,5 mmol-1? putrescinu pipetovano 5 pl destilované vody. Jednotliva
stanoveni probihala v technickém triplikatu, kdy kazdy vzorek me¢l vlastni blank.
Byl zaznamenan narist absorbance pfi vinové délce 436 nm v priabéhu 2 minut
v ¢asovych intervalech 10 s. Celkové stanoveni aktivity DAO bylo provedeno v péti

biologickych opakovanich.

3.2.8 Stanoveni aktivity aminoaldehyddehydrogenasy

V rostlinach je degrada¢ni produkt polyaminového katabolismu 1-amino-3,3-
diethoxypropan (APAL) oxidovan NAD" dependentni aminoaldehyddehydrogenasou
(AMADH, EC 1.2.1.19) na B-alanin za soucasné redukce NAD" na NADH (Awal et al.,
1997). Produkci NADH lze detekovat spektrofotometricky pii vinové délce 340 nm
(e =6220 I'mol™*-cm™).

Aktivita enzymu AMADH byla méfena spektrofotometricky za vyuziti readeru
PowerWave XS v 96-ti jamkovych mikrodesti¢kach. Méteni probihalo pfi 30 °C a vinové
délce 340 nm. Do jednotlivych jamek mikrodesticky bylo pipetovano 165 pl reakéniho
pufru (150 mmol 1 Tris-HCI, pH 9), 10 ul 20 mmol-1* NAD* (vzdy &erstvé piipraveno)
a 15 ul Cerstvé pripraveného rostlinného extraktu (kapitola 3.2.2). Pro zahajeni reakce
bylo do jednotlivych jamek pfidano 10 pl 20 mmol-1t APAL (vzdy &erstvé piipraveno).
Do jamek pro blank bylo misto 10 ul 20 mmol-1* APAL pipetovano 10 ul 0,2 mol-I* HCI.
Jednotliva stanoveni probihala v technickém triplikatu, kdy kazdy vzorek mél vlastni
blank. Byl zaznamenan nardst absorbance pti vinové délce 340 nm v pribéhu 10 minut
Vv ¢asovych intervalech 30 s. Celkové stanoveni aktivity AMADH bylo provedeno v péti

biologickych opakovanich.

3.2.9 Detekce aminoaldehyddehydrogenasy metodou Western blot

Pro stanoveni molekulové hmotnosti proteini se pouziva denaturacni polyakrylamidova
elektroforéza proteint, pii které jsou proteiny separovany v denaturovaném stavu.
Vliv rizného naboje je neutralizovan pomoci dodecylsiranu sodného (SDS), ktery se na
proteiny vaze v poméru 1,4 mg SDS/1 mg proteinu. Proteiny tak ziskavaji ptiblizné
stejnou hustotu naboje a v polyakrylamidovém gelu s vhodnou velikosti pért se déli podle

své molekulové hmotnosti. Malé proteiny cestuji polyakrylamidovym gelem rychleji,

29



zatimco proteiny o velké molekulové hmotnosti se pohybuji smérem k anod¢ pomaleji
(Laemmli, 1970). Western blotting je analyticka metoda, ktera se vyuziva k pfenosu

proteinti po rozdéleni SDS elektroforézou na vhodnou membranu.

Skla pro ptipravu geli pro elektroforézu byla omyta 96% ethanolem pro odstranéni
veskerych necistot. Takto pfipravena skla byla vlozena do aparatury pro piipravu geli.
Nasledovala piiprava 10% déliciho polyakrylaminového gelu podle postupu uvedené¢ho
v tabulce (Tab. 5) a naneseni piipraveného roztoku gelu do prostoru mezi skla. Povrch
polyakrymamidového gelu byl ihned pievrstven n-butanolem pro zamezeni vyskytu
vzduchovych bublin. Po uplynuti pfiblizné¢ 15 minut a dostatecném zatuhnuti déliciho
polyakryamidového gelu byl n-butanol odstranén a horni ¢ast gelu byla oplachnuta
destilovanou vodou. Povrch gelu byl osusen pomoci filtraéniho papiru. Nasledovalo
prevrstveni jiz zatuhlého déliciho gelu 4% zaostfovacim polyakryamidovym gelem
(Tab. 5). Thned po naliti roztoku zaostfovaciho gelu do prostoru mezi skla byl vloZen
hiebinek pro vytvoreni jamek pro nasledujici aplikaci pfipravenych rostlinnych vzorkd.
Po uplynuti pfiblizné 25 minut byla skla s pfipravenymi gely pienesena do
elektroforetické komurky. Prostor elektroforetické komurky byl naplnén elektrodovym
pufrem (0,025 mol-1 Tris-HCI, pH 8,3; 0,192 mol-1? glycin; 0,1% (w/v) SDS).
Poté nasledovalo vyjmuti vloZeného hiebinku v zaostfovacim polyakryamidovém gelu,
¢imz vznikly jednotlivé jamky v gelu. Rostlinné vzorky byly pfipraveny postupem
shodnym s kapitolou 3.2.2. Nutnym krokem bylo ziedéni pfipravenych rostlinnych
extraktt Vv pfipadé nadzemni ¢ast rostlin, a to 40x. Pfipravené vzorky byly nasledné
smiseny se 4x koncentrovanym Laemmliho vzorkovacim pufrem (40% (v/v) glycerol;
240 mmol-1? Tris-HCI, pH 6,8; 8% (w/v) SDS; 0,04% (w/v) bromfenolovd modt;
5% (v/v) beta-merkaptoethanol) v poméru 3:1 (v/v) a 10 minut inkubovany pii 95 °C.
Poté nasledovalo ochlazeni vzorki a jejich aplikace do jednotlivych jamek gelu. Do prvni
jamky bylo napipetovano 5 pl standardu molekulové hmotnosti Precision Plus Protein
Dual Xtra Standard, do druhé jamky 15 pl standardu AMADH1 a do nasledujicich jamek
15 pl vzorkt. Po naneseni vzorkid do jamek gelu byla elektroforeticka komtirka pfenesena
do elektroforetické vany, do které byl doplnén elektrodovy pufr po vyznacenou rysku.
Nésledovalo pfipojeni elektroforetické vany ke zdroji a zahajeni separace proteinil

nejprve pii 120 V pfiblizné€ 20 minut. Nasledné bylo napéti zvySeno na 180 V.
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Po provedeni separace proteinii nasledoval pfenos proteinii na nitrocelulézovou
membranu metodou semi-dry Western blotting. Membrana a dva filtracni papiry
(0 rozméru 8x7,5 cm) byly namodeny v blotovacim pufru (0,025 mol-1"* Tris-HCI, pH
8,3; 0,192 mol-I"? glycin, 20% (v/v) methanol). Aplikace jednotlivych vrstev na spodni
elektrodu (anodu) byla v nasledujicim pofadi: filtra¢ni papir — nitrocelul6zova membrana
— gel — filtracni papir. Nasledn¢ byly odstranény vzduchové bubliny mezi jednotlivymi
vrstvami. Po pfilozeni druhé elektrody (katoda) byla blotovaci kazeta zapojena ke zdroji
napéti. Pfenos proteinti probihal za konstantniho proudu 192 mA po dobu 2 h. Po uplynuti
2 h byla membrana obarvena Ponceau S pro kontrolu spravného pfeneseni proteinti na
membranu. K odbarveni membrany byla vyuzita destilovand voda. Poté byla membréna
pienesena na 1,5 h do blokovaciho roztoku, tj. 5% (w/v) roztoku suseného mléka v Tris-
fosfatovém pufru s ptidavkem Tween 20 (TTBS pufr). Po blokaci byla membrana
inkubovéna v roztoku primérni protilatky: krali¢i anti-AMADH?2 v roztoku 5% susené¢ho

mléka v TTBS pufru (fedéni 1:2000) pfes noc pii stalém michani a teploté 4 °C.

Dalsi den byla membrana 4x po 15 minutdch promyta v TTBS pufru a nasledné
inkubovana v roztoku sekundarni protilatky: anti-krali¢i znacena alkalickou fosfatasou
v roztoku 5% suseného mléka v TTBS pufru (fedéni 1:2500) po dobu 2 h pfi stalém
michani a laboratorni teploté. Nésledovalo opétovné promyti membrany 4x po
15 minutach v TTBS pufru. Finalnim krokem byla detekce alkalické fosfatasy navazané
na sekundarni protilatce za vyuziti barviciho roztoku NBT-BCIP (10 ml alkalického
fosfatasového pufru (AP), 33 ul NBT roztoku a 33 ul BCIP roztoku). Po 10minutové
inkubaci s barvicim roztokem byla membréana s detekovanymi tmavé fialovymi bandy,
lokalizujicimi AMADH, oplachnuta v destilované vodé a vyfotografovana pomoci
detekéniho zafizeni. Vyhodnoceni ziskanych snimkd membran probihalo v programu

ImageJ.

Tab. 5 Piiprava 4% zaostfovaciho a 10% déliciho polyakryamidového gelu. Rozpis je uveden pro
4 gely o tloustce 0,75 mm. AA/BIS: akrylamid/bisakrylamid, SDS: dodecylsiran sodny, APS:
persiran amonny, TEMED: tetramethylethylendiamin.

REl REl
AA/BIS 1,5 mol-l 0,5 mol-1

H.0 Tris/HCI  Tris/HCI 10% (w/v) TEMED  APS

Gel [% T] (T 30%, C
mi H 8,8 H 6,8 SDS [ml mi mi
M 5 679%) (] P P ] [mi]  [m]
4% 6,1 1,3 2,5 - 0,1 0,01 0,1
10% 8,2 6,6 - 5 0,2 0,02 0,2
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Vyuzivané roztoky:

AA/BIS roztok (T 30%, C 2,67%): 9,2% (w/v) AA; 0,8% (w/v) BIS; destilovana voda
AP pufr: 100 mmol-1" Tris-HCI, pH 9,5; 5 mmol-1"! MgClz; 100 mmol-1* NaCl

BCIP roztok: 5% (w/v) BCIP v 100% (v/v) N, N‘-dimethylformamidu (DMF)

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

Ponceau S: 0,2% Ponceau S; 10% kyselina octova

TBS puft, pH 7,5: 20 mmol-1"* Tris-HCI; 0,5 mmol-1* NaCl

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

3.2.10 Histochemicka detekce reaktivnich forem dusiku a kysliku

Histochemicka detekce reaktivnich forem dusiku

Pro lokalizaci reaktivnich forem dusiku Ize vyuzit celé skaly fluorochromi. Nejcastéji se
jedna o barvivo diaminofluorescein diacetat (DAF-FM DA), ktery muze proniknout
rychle do bun¢k, kde je nasledné hydrolyzovan intracelularnimi esterasami. Reakce
fluorescen¢niho barviva s oxidaénim produktem NO vede k vytvofeni vysoce

fluorescenéniho triazolofluoresceinu DAF-FM T (Kojima et al., 1999).

Pro histochemickou detekci reaktivnich forem dusiku (NO) byly apikalni ¢asti
5-ti hlavnich a 5-ti postrannich kofeni sedmidennich rostlin dvou genotypt P. sativum
cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych pii riznych koncentracich CdCl;
(0, 1, 10 a 50 umol-1t) nejprve umistény do 10 mmol-1* Tris-HCI pufru, pH 7,5. Poté
néasledovala inkubace s fluorescenéni sondou 10 umol-1* DAF-FM DA po dobu 5 minut.
Po proplachnuti v 10 mmol-1t Tris-HCI pufru, pH 7,5 byly apikalni &asti kofend
pfeneseny do 50% (v/v) glycerolu na podloznim skli¢ku a mikroskopovany, kdy byla
detekovana zelend fluorescence. Pozorovani bylo realizovano na fluorescenénim
mikroskopu fy. Olympus BX50 (hranol U-MWB2: excita¢ni filtr 460—490 nm, emisni
filtr 520 nm).

Histochemicka detekce reaktivnich forem kysliku

Pro lokalizaci reaktivnich forem kysliku lze pouzit bézn¢€ vyuZzivanou fluorescencni sondu
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat (H.DCF-DA), ktera slouzi jako indikator pro
ROS vcetné peroxidu vodiku, hydroxylovych radikali a peroxynitritu. H.DCF-DA
difunduje do bun¢k pies bunétnou sténu a po Stépeni intracelularnimi esterasami
aoxidaci se nefluorescencni HoDCF-DA pieméni na vysoce fluorescencni

2', 7'-dichlorfluorescein (DCF) (Ameziane-EIl-Hassani a Dupuy, 2013).
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Pro detekci vysoce reaktivnich forem kysliku (hROS) Ize vyuzit ¢inidla aminofe-
nylfluorescein (APF) a hydroxyfenylfluorescein (HPF). HPF reaguje piedevsim
s hydroxylovymi radikaly a peroxynitritem. APF navic reaguje s kyselinou chlornanovou
(HCIO). Piidanim téchto ¢inidel do prosttedi rostlinnych bunék 1ze detekovat hROS jako
zelenou fluorescenci. Protoze témér nedochazi k autooxidaci excitaCnim svétlem,

je snadné s nimi manipulovat a poskytuji spolehliva data (Soh, 2006).

Pro detekci peroxidu vodiku lze vyuzit barveni 3,3'-diaminobenzidinem (DAB).
DAB je oxidovan peroxidem vodiku v pfitomnosti rostlinnych peroxidas za vzniku tmaveé
hnédého produktu nerozpustného v alkoholu. Vznikla srazenina se vyuziva k detekci

pritomnosti a distribuce peroxidu vodiku v rostlinnych buitkach (Daudi a O’Brien, 2012).

Pro histochemickou detekci reaktivnich forem kysliku (ROS, hROS) byly apikalni
Casti 5-ti hlavnich a 5-ti postrannich kofeni sedmidennich rostlin dvou genotypi
P. sativum cv. Kudrnac¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych pfi riznych koncentracich
CdClI2 (0, 1, 10 a 50 umol-1") nejprve umistény do 10 mmol-1? Tris-HCI pufru, pH 7,5.
Poté nasledovala inkubace s fluorescenéni sondou 10 pmol-1? H,DCF-DA, resp. APF,
resp. HPF po dobu 1 minuty. Po proplachnuti v 10 mmol-1?* Tris-HCI pufru, pH 7,5 byly
apikalni ¢asti kofeni pfeneseny do 50% (v/v) glycerolu na podloznim sklicku
a mikroskopovany, kdy byla detekovana zelena fluorescence. Pozorovani pti pouziti sond
H.DCF-DA, HPF a APF bylo realizovano na fluorescen¢nim mikroskopu fy. Olympus
BX50 (hranol U-MWB2: excita¢ni filtr 460490 nm, emisni filtr 520 nm).

Pro histochemickou detekci peroxidu vodiku byly apikalni ¢asti 5-ti hlavnich
a 5-ti postrannich kofenti sedmidennich rostlin dvou genotypt P. sativum cv. Kudrnaé¢
a P. sativum cv. Twinset péstovanych pii riznych koncentracich CdCl. (0, 1, 10
a 50 pmol-1") nejprve umistény na 15 minut do 10 mmol-1?* kyseliny askorbové. Poté
byly segmenty kotfent premistény do roztoku DAB a vloZeny do exsikatoru pod vakuum
po dobu 5 minut pro u¢innou infiltraci roztoku. Néasledovalo pfeneseni segmentil kofenli
do 50% (v/v) glycerolu na podloznim sklicku a mikroskopovani, kdy bylo detekovano

¢ervenohnédé zbarveni.
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3.2.11 Fluorimetrické stanoveni oxidu dusnatého

Fotostabilni fluorescen¢ni indikator oxidu dusnatého (NO) 4-amino-5-methylamino-2',7'-
difluorofluorescein (DAF-FM) reaguje s NO v pfitomnosti Oz, coz vede k produkci
analogu triazolo-fluoresceinu (DAF-FM T), ktery vykazuje asi 160x vétsi kvantovou

ucinnost fluorescence (Riimer et al., 2012).

Apikalni ¢asti 15-ti hlavnich a 15-ti postrannich kofenti sedmidennich rostlin dvou
genotypu P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych pii rtiznych
koncentracich CdCl2 (0, 1, 10 a 50 umol-1?) o velikosti pfiblizné 3 mm byly vlozeny do
400 ul 20 mmol-1? K-fosfitového pufru, pH 6. Po promyti apikdlnich &asti kofend
nasledovalo odpipetovani pufru a pfiddni 400 ul reakéni smési obsahujici 20 mmol-1™
K-fosfitovy pufr, pH 6; 5umol- 1! DAF-FM v 5 mmol 1! zisobnim roztoku
dimethylsulfoxidu (DMSO) a 10 mmol-1? azid sodny. Poté probéhla inkubace reakéni
smési s kofenovymi segmenty 20 minut pfi stdlém michani a teploté¢ 30 °C.
Po odpipetovani reakéni smési do Ccistych zkumavek nasledovalo fluorimetrické
stanoveni relativni intenzity fluorescence za vyuziti readeru v 96-ti jamkovych
mikrodestickach. Méfeni probihalo pfi vinovych délkach excitace a emise 560 a 590 nm.
Do jednotlivych jamek mikrodesticky bylo pipetovano 100 pl reakéni smési. Jednotliva

stanoveni probihala v technickém triplikatu u celkem tii biologickych opakovanich.

3.2.12 Fluorimetrické stanoveni peroxidu vodiku

Pro fluorimetrické stanoveni produkce peroxidu vodiku lze vyuzit ¢inidlo Amplex Red
(10-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin). V piitomnosti kienové peroxidasy, ktera je
nezbytnou slozkou degradujici peroxid vodiku, Amplex red reaguje s peroxidem vodiku
v poméru 1:1. Vyslednym produktem je cervena fluorescenc¢ni sloucenina resorufin, ktera

mize byt detekovana fluorimetricky nebo spektrofotometricky (Brumbarova et al., 2016).

Apikalni ¢asti 15-ti hlavnich a 15-ti postrannich kofend sedmidennich rostlin dvou
genotypt P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych pii riznych
koncentracich CdCl, (0, 1, 10 a 50 pmol 1) o velikosti piiblizné 3 mm byly vloZzeny do
400 pl 20 mmol-1" K-fosfatového pufru, pH 6. Po promyti apikélnich kofenovych &asti
nasledovalo odpipetovani pufru a ptidani 400 pl reakéni smési obsahujici 20 mmol-1?
K-fosfatovy pufr, pH 6; 50 pmol-1* Amplex Red v 10 mmol-I? zasobnim roztoku
dimethylsulfoxidu (DMSO)a 0,1 U kienovou peroxidasu. Poté prob&hla inkubace reakéni
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smési s kofenovymi segmenty 20 minut pii stadlém michani a teplot¢ 30 °C.
Po odpipetovani reakéni smési do Cistych zkumavek nasledovalo fluorimetrické
stanoveni relativni intenzity fluorescence za vyuziti readeru v 96-ti jamkovych
mikrodestickach. Méteni probihalo pii excitaci 485 nm a emisi 590 nm. Do jednotlivych
jamek mikrodesticky bylo pipetovano 100 pl reakéni smési. Jednotliva stanoveni

probihala v technickém triplikatu v celkem tfech biologickych opakovanich.

3.2.13 Detekce S-nitrosylovanych proteini metodou biotin-switch

Metoda biotin-switch se vyuziva k detekci S-nitrosylovanych proteint a je zaloZena na
mechanismu tii po sob& nasledujicich kroki: (1) blokace volnych cysteinovych thiolt
S-methylthiolaci za vyuziti methylmethanthiosulfonatu (MMTS: reaktivni thiosulfonat);
(2) pteména SNO na thioly transnitrosaci s askorbatem; (3) in situ znaceni S-biotinylaci
vznikajicich thiold pomoci biotin-HPDP, reaktivniho smésného disulfidu biotinu. Stupeni
biotinylace (a tedy S-nitrosylace) je stanoven imunometodou — Western blot s vyuzitim
protilatky na biotin (Forrester et al., 2009).

Detekce S-nitrosylovanych proteini metodou biotin-switch byla provedena
Vv kotenech dvou genotypi P. sativum cv. Kudrnac¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych
pii riznych koncentracich CdCl (0, 1, 10 a 50 pmol-1"). Prvnim krokem byla extrakce
vzorkt extrakénim TEGN pufrem (500 mmol-1? Tris-HCI, pH 8; 5 mmol-1"! Na* EDTA,;
15% (v/v) glycerol; 0,1 mmol-1"t neocuproin; 1 mmol-1* AEBSF) v poméru 1:2 (W/V).
Suspenze byla ponechdna 20 minut na rotitoru v chladicim boxu pro dokonalé
promichéani rostlinného vzorku s extrakénim pufrem. Poté nasledovala centrifugace
vzorkd 20 minut pii 16 000 g a teploté 4 °C. V jednotlivych vzorcich bylo stanoveno
mnozstvi proteintt metodou Bradforda (3.2.5). Ze vzorku obsahujiciho nejmensi mnozstvi
proteinli bylo odebrano 500 pl. U ostatnich vzorkii byl objem pouzitého rostlinného
materidlu vypocitan tak, aby veSkeré vzorky obsahovaly stejné mnozstvi proteini.
Ke vzorkiim bylo podle objemu pouzitého rostlinného materidlu pfidano urcité mnozstvi
0,02 mmol-1t MMTS a 2% (w/v) SDS. Nasledovala inkubace 30 minut pfi 50 °C ve tmé.
Po inkubaci byly vzorky doplnény 80% (v/v) acetonem do objemu 2 ml a nechany
precipitovat 30 minut pii —28 °C. Poté prob¢hla centrifugace vzorkd 20 minut pfi
14 000 g a teploté 4 °C. Aceton byl ze vzorkli odstranén. Nasledné bylo ke vzorkim
pfidano 0,5 ml 80% (v/v) acetonu. Opét probéhla centrifugace vzorkd 20 minut pii

14 000 g ateploté 4 °C. Aceton byl opét odstranén. Pro rozpusténi vzniklého peletu
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Vv jednotlivych vzorcich bylo pfidano ke vzorkiim 300 pl TEGN pufru s 1% (w/v) SDS.
Vzorky byly 15 minut vortexovany a sonikovany po dobu 10 minut. Po dokonalém
rozpuiténi peletu bylo ke vzorkiim ptidano 6 pl 50 mmol-1"? askorbatu rozpusténého
ve vodé a 75 pl 4 mmol-1? biotinu-HPDP rozpusténého v DMF (piipraveno vzdy
Cerstvé). Nasledovala inkubace 1 h pii laboratorni teploté ve tmé. Po inkubaci byl
ke vzorkim ptidan 80% (v/v) aceton a vzorky byly ponechany precipitovat pies noc

pfi —28 °C.

Nasledujici den byly vzorky centrifugovany 20 minut pii 14 000 g a teploté 4 °C.
Aceton byl ze vzorkid odstranén. Poté byl ke vzorkiim pfidan 1 ml 80% (v/v) acetonu
a probéhla opét centrifugace 20 minut pii 14 000 g a teplot¢ 4 °C. Aceton byl ze vzorkl
opét odstranén. Pro rozpusténi vzniklého peletu v jednotlivych vzorcich bylo ke vzorkim
ptidano 400 pl TEGN pufru bez ptidavku AEBSF. Vzorky byly vortexovany 30 minut.
Poté nasledovala ptiprava vzorkl pro elektroforézu, tzn. k pfipravenym vzorkim byl
piidan 4x koncentrovany neredukujici Laemmliho vzorkovaci pufr (40% (v/v) glycerol;
240 mmol-1? Tris-HCI, pH 6,8; 8% (w/v) SDS; 0,04% (w/v) bromfenolovd modf)
v pomé&ru 3:1 (V/v). Pro elektroforézu byl vyuzit gel tloustky 1,5 mm (pfiprava shodna
s kapitolou 3.2.9). Do prvni jamky gelu byly napipetovany 3 pl komeréniho standardu
molekulové hmotnosti Precision Plus Protein Dual Xtra Standard a do nasledujicich
jamek 25 pl pfipravenych vzorkl. Po provedeni separace proteinti nasledoval pfenos
proteint na nitrocelul6zovou membranu metodou semi-dry Western blotting po dobu 2 h
s postupem shodnym s kapitolou 3.2.9. Po uplynuti 2 h byla membrana obarvena
Ponceau S pro kontrolu spravného pieneseni proteinti na membranu. K odbarveni
membrany byla vyuzita destilovand voda. Poté byla membrana pfenesena na 1 h do
blokovaciho roztoku, tj. 5% (w/v) roztoku BSA v TTBS pufru. Po provedeni blokovani
byla membrana inkubovana v roztoku protilatky: mySi anti-biotin konjugovana
s alkalickou fosfatasou v roztoku 5% BSA v TTBS pufru (fedéni 1:2000) pies noc pii
stalém michani a teploté 4 °C. Nasledné byla membrana 4x po 15 minutich promyta
v TTBS pufru. Poté nasledovala detekce alkalické fosfatasy za vyuziti barviciho roztoku
NBT-BCIP (10 ml alkalického fosfatasového pufru (AP), 33 pl NBT roztoku a 33 ul
BCIP roztoku). Po 10minutové inkubaci s barvicim roztokem byla membrana
s detekovanymi tmavé fialovymi bandy, lokalizujicimi S-nitrosylované proteiny,
oplachnuta v destilované vod¢ a vyfotografovana pomoci detekéniho zafizeni.

Vyhodnoceni ziskanych snimk membran probihalo v programu Imagel.
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3.2.14 Stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy

Enzym S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) katalyzuje NADH dependentni redukci
S-nitrosoglutathionu (GSNO) na glutathion disulfid (GSSG) a NHs. GSNOR je schopna
regulovat troveit GSNO a nepfimo obsah oxidu dusnatého v rostlinnych buiikach.
Aktivitu GSNOR lIze detekovat spektrofotometricky pii vinové délce 340 nm
(e =6 220 I-mol™t-cm™) (Corpas et al., 2008).

K mikrozkumavkam s pfedem pfipravenym rozetfenym rostlinnym materidlem
(kofenové a nadzemni ¢asti dvou genotypt P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv.
Twinset p&stovanych pii koncentracich 0, 1, 10 a 50 umol-1" CdCly) byl piidan &erstvé
piipraveny extrakéni pufr (50 mmol-1" Tris, pH 7,5; 0,2% (v/v) Triton X-100; 2 mmol -1
DTT; 1 mmol-1"t PMSF) v poméru 1:2 (W/v). Homogenét byl vortexovan po dobu 2 minut
a poté na 20 minut umistén na rotator v chladicim boxu pro fadné promichani extrakc¢niho
pufru s rostlinnym materialem. Nasledovala centrifugace 20 minut pti 16 000 g a teploté
4 °C. Supernatant byl pfenesen do cCistych mikrozkumavek auchovavan na ledu.
K odstranéni endogenniho GSNO byl supernatant precistén gelovou filtraci na kolonce
NAP-5 (napln Sephadex, porozita G-25). Kolonka byla nejprve ekvilibrovana 3x2,5 ml
ekvilibraéniho pufru (20 mmol-1* Tris-HCI, pH 8). Po vsaknuti celkového objemu
ekvilibracniho pufru bylo aplikovano 250 pl supernatantu. Poté néasledovala aplikace
500 ul eluéniho pufru (20 mmol-1? Tris-HCI, pH 8). Vzapéti byl veskery eluat jiman do
mikrozkumavek a uchovavan na ledu. Zavére¢nym krokem bylo promyti kolonek 25 ml

destilované vody (moznost opakovaného pouziti kolonek) (Corpas et al., 2008).

Aktivita enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR) byla méfena spektrofotome-
tricky za vyuziti readeru PowerWave XS v 96-ti jamkovych mikrodestickadch. Méteni
probihalo pfi 30 °C, kdy byla sledovana oxidace NADH pii vinové délce 340 nm
(Warburghiiv opticky test). Do jednotlivych jamek mikrodesti¢ky bylo pipetovano 210 ul
reakéniho pufru (20 mmol-1? Tris-HCI, pH 8), 30 ul &erstvé pripraveného rostlinného
extraktu a 30 ul 2 mmol-I* NADH (vzdy Cerstvé piipraveno). Pro zahajeni reakce bylo
do jednotlivych jamek pfidano 30 pl 4 mmol-I? GSNO (vzdy &erstvé pfipraveno
a uchovavan ve tmé). Do jamek pro blank bylo misto 30 pl 4 mmol 1"t GSNO pipetovano
30 pl destilované vody. Jednotliva stanoveni probihala v technickém triplikéatu, kdy kazdy
vzorek mél vlastni blank. Byl zaznamenan pokles absorbance pti vinové délce 340 nm
Vv pribéhu 10 minut v ¢asovych intervalech 30 s. Celkové stanoveni aktivity GSNOR bylo
provedeno v péti biologickych opakovanich.
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3.2.15 Statistické zpracovani dat

Veskera stanoveni byla provedena v triplikatech ve 3-5 nezavislych experimentech. Data
uvedena v grafech predstavuji primér + standardni odchylka (SD) ze 3-5 nezavislych
méfeni. Statisticka analyza byla provedena jednocestnou analyzou rozptylu (ANOVA)

a nasledn¢ Bonferroniho post-hoc testem (p < 0,05) v programu Statistica 13.4.0.14.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni obsahu kadmia v hrachu setém

Cd je pro rostlinu nepodstatnym prvkem mineralni vyzivy, piesto je pres kortikalni
pletivo kofenu velmi snadno a rychle absorbovano a transportovano do nadzemni ¢asti
rostliny (Yang et al., 1998; Sanita di Toppi a Gabbrielli, 1999). Obecné se obsah kadmia
Vv rostlinach snizuje v nasledujicim poradi: kofenova ¢ast — nadzemni ¢ast — plody —

semena (Blum, 1997).

Z dosazenych vysledka stanoveni obsahu kadmia u rostlin P. sativum cv. Kudrnaé¢
a P. sativum cv. Twinset péstovanych pii koncentracich 0, 1, 10 a 50 umol-1"? CdCl;
v rustovém médiu lze pozorovat vyznamné rozdily v obsahu kadmia v kofenové
anadzemni c¢asti (Obr. 10A,B). Cd bylo detekované i u kontrolnich rostlin, jeho
koncentrace byla v kofenech v desitkich ug-g? DW, vnadzemni &asti rostlin byla
koncentrace o dva fady niz§i v porovnani s kofenovou casti rostlin. V kofenech
P. sativum cv. Kudrna¢ bylo detekované dvojnasobné mnozstvi kadmia v porovnani
s genotypem Twinset. V piipadé aplikace 1 umol-1* CdCl, do riistového média nedoslo
k vyznamnému zvyseni obsahu kadmia v pletivu rostlin. Pti vyssich koncentracich CdCl»
(10 a 50 umol 1" CdCly) v ristovém médiu lze pozorovat vyrazny narist v obsahu kadmia
jak v kofenové, tak nadzemni Césti rostliny V porovnani s kontrolnimi rostlinami.
V kotenové ¢asti se jednalo o cca 5Snasobné, resp. 24ndsobné zvyseni obsahu kadmia
Vv piipadé péstovani P. sativum cv. Kudrna¢ v prostfedi 10 umol-1* CdCl,, resp.
50 umol 1"t CdCI; v ptipadé P. sativum cv. Twinset se jednalo o cca 12nasobné, resp.
45nasobné navyseni koncentrace kadmia. V nadzemni ¢asti byla navySena koncentrace
kadmia cca 7nasobné u obou genotypii hrachu pii péstovani v 10 umol 1" CdCl; a cca
47nasobné (P. sativum cv. Kudrnag), resp. 64nasobné (P. sativum cv. Twinset) pii
péstovani v 50 pmol-1t CdCl,. Rozdily mezi genotypy ve schopnosti pfijimat Cd
a transportovat z kofenové ¢asti do nadzemni jsou patrné pti vystaveni rostliny nejvyssi
testované koncentraci 50 pmol-11 CdCl, v riistovém médiu, kdy v kofenové &asti
P. sativum cv. Kudrna¢ byl zaznamenan 0 cca 20 % vys$si obsah kadmia v porovnani
s P. sativum cv. Twinset. Naopak u nadzemni ¢asti rostliny lze pozorovat trend opacny,
vys$i obsah kadmia o cca 38 % byl detekovan u P. sativum cv. Twinset v porovnani

s P. sativum cv. Kudrnad.
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Obr. 10 Stanoveni obsahu kadmia v kofenové (A) a nadzemni ¢asti (B) rostlin P. sativum cv.
Kudrnag¢ a P. sativum cv. Twinset p&stovanych pii koncentracich 0, 1, 10 a 50 pmol-1* CdCl,

v riistovém médiu. Data pfedstavuji primér = SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen *
(p <0,05).

4.2 Vliv Cd?*" v médiu na fyziologické parametry hrachu setého

Cd je toxicky tézky kov, jehoz pfitomnost v Zivotnim prostiedi je zptisobena predevsim
primyslovou ¢innosti a pouzivanim fostatovych hnojiv. Rostliny jsou citlivé jiz na nizké
koncentrace Cd v pud¢. Toxickym tc¢inkem plsobeni Cd na rostliny je inhibice ristu,
poskozeni a snizeni poctu lateralnich kofenti (Sandalio et al., 2001; Benavides et al.,
2005). V piedlozené praci byl porovnan vliv ptitomnosti Cd?* na fyziologické parametry
rostlin u dvou genotypti P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset (Obr. 11).

P. sativum cv. Kudrnéé

P. sativum cv. Twinset

Obr. 11 Fotografické snimky rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych
V ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1* CdCl..

40



m P. sativum cv. Kudrnac A m P. sativum cv. Kudrnac B
—_ P. sativum cv. Twinset T 7 P. sativum cv. Twinset
e 5]
5,16 =
2 14 g0
=12 I £ 5 *
S IS
X
5 10 *i x |8 4 I *
3 8 g I
S 6 ey |23 =
5 4 i
g £
oE 2 )é) 1
o 5
0 g 0
0 0 1 10 50
Koncentrace CdCl, [umol-11] Koncentrace CdCl, [umol-11]
m P, sativum cv. Kudrnag C m P, sativum cv. Kudrnag¢ D
P. sativum cv. Twinset P. sativum cv. Twinset
600 =250
5 E
g 500 I = 200 I
© 400 | . S L
L * e 150
2300 | . g
S 100
Z 200 | * 2
100 | ' g 50
0 0
0 50 50
Koncentrace CdCl, [umol-1-%] Koncentrace CdCl, [umol-1%]
mP. sativum cv. Kudrnag E mP. sativum cv. Kudrnac¢ F
40 P. sativum cv. Twinset — 50 P. sativum cv. Twinset
D 45 X
35 =
=) — 40
E 30 ;§ 35 "
(]
£ £ |
5 20 £ 25 ! .
% 15 E 20
10 £
3 10
5 5
0 0
50
Koncentrace CdcCl, [umol-l 1 Koncentrace CdCl, [umol-I7]

m P. sativum cv. Kudrna¢
P. sativum cv. Twinset

N
a1

N
o

=
o

Pocet postrannich kotena
=
(8,

[8)]

G

[I[i*

Koncentrace CdCl, [umol-I7]

41

Obr. 12 Vliv piitomnosti CdCl, v ristovém médiu na fyziologické parametry P. sativum cv.
Kudrn4g a P. sativum cv. Twinset. Koncentrace CdCl; v ristovém médiu: 0, 1, 10 a 50 pmol-1".
Stanoveni délky kofene (A), nadzemni ¢asti rostlin (B); hmotnosti (FW) cerstvé odebranych
kofenti (C), nadzemnich ¢&asti rostlin (D); hmotnosti (DW) vysuSenych koient (E), nadzemnich
¢asti rostlin (F); orienta¢ni stanoveni po¢tu postrannich kofent rostlin (G). Data ptedstavuji

primér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen * (p < 0,05).




Ve tiech biologickych opakovéanich bylo provedeno méteni délky kotenové
a nadzemni ¢asti vzdy u 30 rostlin a stanoveni hmotnosti ¢erstvého (FW) a suchého (DW)
rostlinného materialu u 10-15 rostlin (Obr. 12A-F). Dale byl orienta¢né stanoven
pramérny pocet postrannich kotfent (Obr. 12G). Z dosazenych vysledk je patrné, Ze se
zvysujici se koncentraci CdCly, kterému byly rostliny v prib¢hu rastu vystaveny, doslo
ke snizeni délky jak nadzemni, tak kofenové ¢asti rostlin u obou genotypt hrachu setého
(Obr. 12A-B). V souladu s detekovanou inhibici ristu bylo pozorovano snizeni
hmotnosti obou ¢asti rostliny (stanoveni Cerstvé a suché vahy — FW a DW) (Obr. 12C-
F). Se zvysujici se koncentraci CdCl; v rustovém médiu byl zaznamenan vyrazny pokles
poctu postrannich kofend (Obr. 12G).

Z vysledki je ziejmé, Ze zvySena koncentrace CdCly v rustovém médiu méla
vyznamng&j$i inhibi¢ni efekt na genotyp P. sativum cv. Kudrnaé¢ v porovnani s P. sativum
cv. Twinset. V prostiedi 50 pmol 1" CdCl, v porovnani s kontrolnim experimentem byla
délka kofene snizena u genotypu Kudrna¢ o cca 65 % a u genotypu Twinset cca 0 45 %.
FW kotfenové ¢asti se snizila 0 cca 60 % u genotypu Kudrnac¢ a o cca 35 % u genotypu
Twinset a DW kotenové ¢asti se snizila 0 cca 45 % u genotypu Kudrnac a o cca 25 %
u genotypu Twinset. Vliv 50 umol-1" CdCl, v riistovém médiu na fyziologické parametry
u P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset (kofen i nadzemni ¢ast) vyhodnoceny
z grafii v Obr. 12A-G je ptehledné uveden v tabulce (Tab. 6).

Tab. 6 Vliv 50 umol-1* CdCl, v rstovém médiu na fyziologické parametry u P. sativum cv.

Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset (porovnani s kontrolnimi rostlinami). Vyhodnoceno z grafa
uvedenych v Obr. 12A-G.

Pokles daného fyziologického parametru v % (cca)

P. sativum cv. P. sativum cv. P. sativum cv. P. sativum cv.
Kudrnag¢ Twinset Kudrnag¢ Twinset
kofen kofen nadzemni ¢ast nadzemni ¢ast
Délka 65 45 50 25
Fw 60 35 35 15
DW 45 25 10 10
Postranni kofeny 85 50

4.3 Vliv Cd?*" v médiu na obsah proteinii

V nadzemni casti rostlin hrachu setého byl detekovan ptiblizn€ 3x vySsi obsah proteina
nez v kofenech u obou studovanych genotypt. Piitomnost Cd?" v ristovém médiu ma
vliv na celkovy obsah proteinti zastoupeny v rostlinném materialu (Obr. 13A,B).
Se vzristajici koncentraci CdClz v ristovém médiu byla zaznamenana zvysena produkce
proteintl v kofenu 1 v nadzemni ¢asti u obou genotypu. U rostlin péstovanych pii nejvyssi
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testované koncentraci 50 umol-1* CdCl, v rstovém médiu v porovnani s kontrolnimi
rostlinami byl detekovan cca o 20-25 % zvysSeny obsah proteintl, pouze v ptipadé kotene

P. sativum cv. Kudrna¢ byla stanovena dvojnasobné vys$si hladina proteint.

mP. sativum cv. Kudrna¢ A mP. sativum cv. Kudrna¢ B
T P. sativum cv. Twinset T 6 P. sativum cv. Twinset
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Obr. 13 Vliv piitomnosti Cd?" v rlistovém médiu na obsah proteinii U kofenové (A) a nadzemni
¢asti (B) rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Koncentrace CdCl; v ristovém
médiu: 0, 1, 10 a 50 pmol-1?. Data piedstavuji praimér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je
oznaéen * (p <0,05).

4.4 Vliv Cd?" v médiu na obsah polyaminii

Produkce polyamini (PA) souvisi s odezvou rostlin na nejriznéjsi biotické a abiotické
stresové podminky, véetné ptsobeni tézkych kovi (Liu et al., 2007; Wimalasekera et al.,
2011). PA zvysuji toleranci rostlin vi¢i nejriznéj$im environmentalnim stresim a jsou
kliCové pii omezeni rozsahu poSkozeni biologickych makromolekul v dasledku
oxidagniho stresu (Alcazar et al., 2010). Rada biotickych a abiotickych stresovych
faktori miize siln€¢ regulovat expresi gend podilejicich se na biosyntéze PA

(Wimalasekera et al., 2011).

Z dosazenych vysledkli stanoveni bazalnich hodnot PA putrescinu, kadaverinu,
sperminu a spermidinu u kontrolnich rostlin (Obr. 14A,B) lze pozorovat rozdily
v produkci jednotlivych PA v kofenové a nadzemni Casti a rozdilnou intenzitu produkce
ve vybranych genotypech hrachu setého. Produkce PA byla vyssi u genotypu P. sativum
cv. Kudrna¢ v porovnani s P. sativum cv. Twinset, a to zejména putrescinu a kadaverinu
Vv kofenové Casti. V kofenech P. sativum cv. Kudrna¢ byl nejintenzivnéji produkovan
putrescin (cca 0 40 % vice v porovnani se spermidinem a kadaverinem). Nejniz$i Giroven
produkce byla pozorovana u sperminu. V kotfenové Casti P. sativum cv. Twinset byl
nejintenzivnéji produkovan spermidin, poté s 50% niz8i produkci putrescin a nejméné

kadaverin a spermin. V nadzemni ¢asti obou genotypli hrachu set¢ho byl na bazalni
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urovni nejintenzivnéji produkovan spermidin, poté spermin, putrescin a nejméné

kadaverin.

Byl stanoven vliv pfitomnosti Cd®* v riistovém médiu na produkci PA putrescinu,
kadaverinu, sperminu a spermidinu v kofenové ¢asti rostlin dvou genotypi P. sativum cv.
Kudma¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych pii ruznych koncentracich CdCl
Vv rustovém médiu (Obr. 15A-D). V grafech je uvedena zména hladiny PA u stresovanych
rostlin vztazena ke kontrolnimu vzorku. Se zvysujici se koncentraci CdClz V ristovém
médiu byl detekovan narast produkce putrescinu u obou genotypt hrachu setého.
Produkce kadaverinu byla u obou genotypti hrachu setého nejintenzivnéjsi u rostlin
péstovanych vmédiu s 1 pumol-1t CdCl.. Stanoveni obsahu kadaverinu je zatiZeno
pomérné velkou smérodatnou odchylkou. Vysledky lze ztohoto divodu povazovat
za orientacni a bude nutné provést ovéteni proméfenim nejméné dalich dvou sad vzorki.
V piipad¢ sperminu lIze u P. sativum cv. Kudrna¢ pozorovat mirny narist v produkci se
zvySujici se koncentraci CdClz, naopak u P. sativum cv. Twinset nedoslo k vyznamnym
zménam. Rozdily v produkci spermidinu v souvislosti s expozici rostlin riznym

koncentracim CdClz2 nebyly detekovany u obou genotypt hrachu setého.

V nadzemni ¢asti P. sativum cv. Kudrna¢ byla zvysena produkce putrescinu pouze
u rostlin p&stovanych v médiu s 10 umol-1* CdCl,. V p¥ipadé P. sativum cv. Twinset byla
zaznamenana zména v obsahu putrescinu (cca dvojndsobny nariist koncentrace)
v piitomnosti 1 pmol-1? CdCl, v riistovém médiu (Obr. 16A). Obsah kadaverinu,
sperminu a spermidinu v nadzemni ¢asti rostlin u obou genotypti hrachu setého nebyl
vyrazn¢ ovlivnén pritomnosti rozdilnych koncentraci CdCly vV rdstovém médiu

(Obr. 16B-D).

m P, sativum cv. Kudrnag¢ A m P, sativum cv. Kudrnag¢ B
P. sativum cv. Twinset 140 ¢ P. sativum cv. Twinset
120
7100
g 80
"HEM [
g
40
I
20 r I
I 3
- 0 P
putrescin  kadaverin  spermin  spermidin putrescin  kadaverin  spermin  spermidin

Obr. 14 Porovnani bazalnich hodnot polyaminti putrescinu, kadaverinu, sperminu a spermidinu
Vv kofenové (A) a nadzemni Casti (B) rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset.
Data predstavuji prumér + SD.
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Obr. 15 Vliv piitomnosti Cd?* v rlstovém médiu na produkci putrescinu (A), kadaverinu (B),
sperminu (C) a spermidinu (D) v kofenové ¢&asti rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv.
Twinset péstovanych V ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1? CdCl.. Data pfedstavuji
prameér = SD.
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Obr. 16 Vliv piitomnosti Cd?* v rstovém médiu na produkci putrescinu (A), kadaverinu (B),
sperminu (C) a spermidinu (D) v nadzemni ¢asti rostlin P. sativum cv. Kudrnaé a P. sativum cv.
Twinset péstovanych V riistovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 umol-1* CdCl,. Data pfedstavuji
pramér = SD.
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4.5 Vliv Cd* v médiu na enzymy podilejici se na metabolismu

polyaminu

Enzymy diaminooxidasa (DAQO) a aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH) jsou
vyznamné z hlediska katabolismu polyaminti. Méd’ vazajici diaminooxidasa katalyzuje
oxidaci putrescinu na odpovidajici aminoaldehyd (Bouchereau et al., 1999). Degrada¢ni
produkty jsou déale metabolizovany NAD* dependentnimi aminoaldehyddehydrogena-
sami na aminokyseliny (Awal et al., 1997). Jednim z dil¢ich cili diplomové prace bylo
stanovit vliv Cd?* v riistovém médiu na aktivitu DAO a AMADH.

45.1 Stanoveni aktivity enzymu diaminooxidasy

a aminoaldehyddehydrogenasy

Byl stanoven vliv p¥itomnosti Cd?>* v ristovém médiu na aktivitu DAO a AMADH
Vv kofenové a nadzemni Casti rostlin P. sativum cv. Kudrnaé¢ a P. sativum cv. Twinset

péstovanych V riistovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1"* CdCl, (Obr. 17A-D).

Pii porovnani stanovenych hodnot aktivity DAO v kofenové a nadzemni casti
kontrolnich rostlin je patrné, ze aktivita DAO je v kofenové ¢asti pfiblizné 4x, resp. 8x
niz8i nez v nadzemni ¢asti rostlin P. sativum cv. Kudrnag, resp. P. sativum cv. Twinset.
V kotfenové ¢asti P. sativum cv. Kudrna¢ byla detekovana dvojnasobna aktivita DAO
V porovnani s P. sativum cv. Twinset. V nadzemni ¢asti byla stanovena u obou genotypt
srovnateln4 aktivita DAO (Obr. 17A,B). Koncentrace 1 umol-1" CdCl; v riistovém médiu
neméla vyznamny efekt na aktivitu DAO v kofenové &asti. V piipadé 10 umol-1* CdCl,
doslo u obou genotypti ke sniZeni aktivity DAO na polovinu. Pouze v ptipadé P. sativum
cv. Kudmaé byl zaznamenan dalsi vyznamny inhibi¢ni efekt Cd?* na aktivitu DAO
(5x snizeni aktivity) pii péstovani rostlin v prosttedi 50 pmol-1* CdCl, v porovnani
s kontrolnimi rostlinami (Obr. 17A). Naopak v nadzemni Casti rostlin obou genotypt
hrachu setého 1ze pozorovat 30-50% zvySeni aktivity DAO, ale aZ u rostlin péstovanych
V riistovém médiu obsahujici 50 pmol-1? CdCl, v porovnani s kontrolnimi rostlinami

(Obr. 17B).

Detekovanad aktivita AMADH u kontrolnich rostlin byla 3,5x, resp. 4,5x nizsi
Vv kofenové Casti rostlin ve srovnani s nadzemni ¢asti rostlin P. sativum cv. Kudrnag, resp.
P. sativum cv. Twinset. V kofenové ¢asti P. sativum cv. Kudrnac¢ byla detekovana o cca

40 % vyssi aktivita AMADH v porovnani s P. sativum cv. Twinset. V nadzemni ¢asti

46



byla stanovena u obou genotyptl srovnatelna aktivita AMADH podobné jako v pripadé
DAO (Obr. 17C,D). V kotenové ¢asti obou genotypi hrachu setého byla pozorovéana
zvysena aktivita AMADH se zvysujici se koncentraci CdCl; v ristovém médiu. V piipadé
rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ péstovanych v ristovém médiu s 50 pmol-1* CdCl, byla
Vv kotenech detekovédna o cca 60 % zvySend aktivita AMADH. Cca 50% nartst aktivity
AMADH byl detekovan u rostlin P. sativum cv. Twinset péstovanych v ristovém médiu
jen's 10 umol-1"* CdCly. Dalsi navyseni CdCl, v médiu jiz vyznamné neovlivnilo aktivitu
AMADH u tohoto genotypu. V nadzemni ¢asti u obou genotypu byla detekovana pouze
10-20% zména v aktivit¢ AMADH v dtisledku pfitomnosti 50 umol-1"t CdCl, v ristovém

médiu.
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Obr. 17 Vliv piitomnosti Cd** v médiu na aktivitu enzymu diaminooxidasy (DAO) (A,B)
a aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) (C,D) v kotenové (A,C) a nadzemni ¢asti (B,D) rostlin
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych Vv ristovém médiu obsahujici 0, 1,
10 a 50 pmol-1" CdCl,. Data predstavuji priimér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznaden *
(p <0,05).

45.2 Detekce aminoaldehyddehydrogenasy metodou Western blot

Metabolicka oxidace pfirozené se vyskytujicich m-aminoaldehydt véetné produktt oxi-
dace polyamini je katalyzovana NAD" dependentnimi aminoaldehyddehydrogenasami

(AMADH; EC 1.2.1.19). Izoenzymy AMADHI a 2 ze semen hrachu setého
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(PSAMADH1 a PsAMADH?2), které patfi do rodiny ALDI10, katalyzuji oxidaci
w-aminoaldehydid na odpovidajici ®-aminokyseliny. NejvhodnéjSimi substraty pro
AMADH jsou 1-amino-3,3-diethoxypropan (APAL) a 4-aminobutyraldehyd (ABAL),
vznika B-alanin a kyselina y-aminomaselna (GABA), coz naznacuje vztah k metabolismu

polyamint (Frommel et al., 2012).

Detekce AMADH metodou Western blot byla provedena v kofenové a nadzemni ¢asti
rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych V ristovém médiu
obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1* CdCl, (Obr. 18). Piitomnost CdCl, v riistovém médiu
nem¢la vyznamny vliv na proteinové zastoupeni AMADH v nadzemni c¢asti rostlin.
V korenové casti byl detekovan pokles zastoupeni AMADH v dasledku piitomnosti
CdCl; v médiu. Pouze v piipadé P. sativum cv. Kudrna¢ bylo v kofenovém extraktu
detekovdno mirné zvySené zastoupeni proteinu AMADH u rostlin péstovanych

V riistovém médiu obsahujici 50 pmol-1"t CdCl, v porovnani s kontrolnim experimentem.

P. sativum cv. Kudrnac P. sativum cv. Twinset

S 1 2 3 4 S 1 2 3 4

Obr. 18 Detekce aminoaldehyddehydrogenasy metodou Western blot v kofenové a nadzemni ¢asti
rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych v ristovém médiu obsahujici
0,1, 10 a 50 umol -1t CdCl,. S: standard AMADH1; 1-4: 0, 1, 10 a 50 umol-1"* CdCl; v riistovém

médiu.
4.6 Vliv Cd*" v médiu na produkci oxidu dusnatého

4.6.1 Histochemicka detekce produkce oxidu dusnatého

Histochemick4 detekce vlivu pfitomnosti Cd?** v médiu na produkci oxidu dusnatého
(NO) za pouziti fluorescenéni sondy DAF-FM DA byla provedena v apikalni Casti
hlavnich (Obr. 19A) a postrannich kofent (Obr. 19B) sedmidennich rostlin P. sativum cv.
Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych Vv ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10
a 50 umol 1"t CdCl. Ze ziskanych snimki z fluorescenéniho mikroskopu fy. Olympus
BX50 (hranol U-MWB?2: excita¢ni filtr 460—490 nm, emisni filtr 520 nm) je mozné
pozorovat rozdily v produkci NO ve vztahu ke koncentraci CdClz v ristovém médiu
(Obr. 19A,B). Zména intenzity fluorescen¢niho signalu v zavislosti na koncentraci CdCl»
Vv rastovém médiu je uvedena na obrazku 20A,B. Vyrazné vyssi hladina NO o cca 70 %,
resp. 45 % byla detekovana v apikalnich castech hlavniho, resp. postranniho kotfene
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kontrolnich rostlin P. sativum cv. Twinset v porovnani s P.sativum cv. Kudrna¢
(Obr. 19, 20). Vyznamné zmény v produkci NO v dusledku zvysené koncentrace CdCl»
Vv ristovém médiu byly detekovany zejména v hlavnim kofenu P. sativum cv. Kudrnac,
kdy pfi nejvyssi koncentraci 50 umol-1"t CdCl, doslo ke zdvojnasobeni fluorescenéniho
signalu vici kontrolnimu vzorku. Podobny efekt, ale pouze navyseni intenzity signalu
0 40 % byl zaznamenan v postrannim kotenu. Naopak zmény v produkci NO u P. sativum
cv. Twinset v prostiedi 50 umol-1"t CdCl, byly minimalni (navy3eni signalu cca o 10—
20 %) v porovnani s kontrolnimi rostlinami. V pfipad¢ postrannich kofent P. sativum cv.
Twinset byl zaznamenan postupny pokles produkce NO cca 0 25 % v rastovém médiu
$ 10 pmol-1t CdCl.. V piipadé 50 pmol-1"t CdCl v ristovém médiu byla produkce NO
Vv postrannich kofenech P. sativum cv. Twinset srovnatelna s kontrolnimi rostlinami.
Z dosazenych vysledku je zfejmé, Ze zvySena koncentrace CdClz v rlistovém médiu méla

vyznamngj$i efekt na produkci NO u P. sativum cv. Kudrna¢ v porovnani s P. sativum

cv. Twinset.
Koncentrace Cd2+  P. sativum P. sativum Koncentrace Cd?* P, sativum P. sativum
[umol-I4] cv. Kudrnac¢ cv. Twinset [umol-I] cv. Kudrnag cv. Twinset

Obr. 19 Histochemicka detekce vlivu ptitomnosti Cd?* v ristovém médiu na produkci oxidu
dusnatého. Detekce NO fluorescenéni sondou DAF-FM DA o koncentraci 10 umol-1?
v apikalnich ¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofent rostlin P. sativum cv. Kudrnaé
a P. sativum cv. Twinset péstovanych V ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 umol-1* CdCl..
Meéfitko 200 um.
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Obr. 20 Vliv piftomnosti Cd?* v riistovém médiu na produkei oxidu dusnatého. Vyhodnoceni
intenzity fluorescencniho signalu po detekci oxidu dusnatého fluorescenéni sondou DAF-FM DA
0 koncentraci 10 pmol-1* v apikélnich ¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofenii rostlin
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych v ristovém médiu obsahujici 0, 1,
10 a 50 umol-1"* CdCl,. Data piedstavuji primér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen *
(p <0,05). Vyhodnoceno programem ImageJ.

46.2 Fluorimetrické stanoveni oxidu dusnatého

Pro kvantifikaci produkce NO byla pouzita detekce NO pomoci fluorescencni sondy
DAF-FM dle metodiky uvedené v praci Demecsova et al. (2019). Byla stanovena zména
fluorescenéniho signalu po interakci DAF-FM s NO produkovanym apikalnimi ¢astmi
15-ti hlavnich a 15-ti postrannich kofenti sedmidennich rostlin dvou genotyput P. sativum
cv. Kudrnac a P. sativum cv. Twinset péstovanych V ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10
a 50 umol-1t CdCI; (Obr. 21A,B). V hlavnich kofenech obou genotypi hrachu setého lze
pozorovat shodny trend, a to mirny narast relativni intenzity fluorescence do koncentrace
10 pmol-It CdCl; s naslednym mirnym poklesem pii koncentraci 50 pumol-1" CdCl;
Vv rastovém médiu (Obr. 21A). V postrannich kofenech u obou genotypt hrachu setého
nedoslo k vyznamnym rozdilim v relativni intenzit¢ fluorescence V porovnani
s kontrolnimi rostlinami, s vyjimkou rostlin P. sativum cv. Kudrmaé¢ péstovanych
v riistovém médiu s 50 pmol-1? CdClp, u kterych bylo pozorovano mirné zvyseni

intenzity signalu (Obr. 21B).
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Obr. 21 Vliv piitomnosti Cd?* v riistovém médiu na produkci oxidu dusnatého. Vyhodnoceni
intenzity fluorescen¢niho signalu po detekci oxidu dusnatého fluorescen¢ni sondou DAF-FM
o0 koncentraci 5 umol-1* v apikalnich ¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofent rostlin dvou
genotypu P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych V ristovém médiu
obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1* CdCl,. Data piedstavuji primér + SD. Statisticky vyznamny
rozdil je oznagen * (p < 0,05).

4.7 Vliv Cd* v médiu na produkci S-nitrosothiold

Jak jiz bylo uvedeno v teoretické ¢asti diplomové prace, pii vystaveni rostlin ptisobeni
Cd?* dochazi ke zvysené tvorbé NO (Arasimowicz-Jelonek et al., 2011). NO miize dale
reagovat s dalSimi redoxnimi molekulami a potencialné regulovat biologickou aktivitu
proteint prostiednictvim fady riznych mechanismu (Fancy et al., 2017). Jednim z téchto
mechanismt je S-nitrosylace, reverzibilni kovalentni modifikace, ke které dochazi
interakci NO s thiolovou skupinou cysteinu v molekule napf. glutathionu nebo cystein
obsahujicich proteinti za vzniku ptislusného S-nitrosothiolu (Hogg, 2000; Spadaro et al.,
2010).

4.7.1 Detekce S-nitrosylovanych proteini metodou biotin-switch

Metodou biotin-switch byl stanoven vliv piitomnosti Cd** v ristovém médiu na
zastoupeni S-nitrosylovanych proteind v kofenové ¢asti rostlin P. sativum cv. Kudrnac
a P. sativum cv. Twinset péstovanych v riistovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1?
CdCl; (Obr. 22). Se zvysujici se koncentraci CdClz v ristovém médiu byla detekovana
zvySend intenzita S-nitrosylace proteinti V porovnani s kontrolnimi vzorky u obou
genotypu. Z dosazenych vysledkd je patrna vyznamné intenzivngjsi S-nitrosylace
proteini v dusledku pfitomnosti CdClz v ristovém médiu u P. sativum cv. Kudrnaé
VvV porovnani s genotypem P. sativum cv. Twinset. V dusledku reakce na stres byla
pozorovana intenzivni S-nitrosylace proteinii s vy$§i molekulovou hmotnosti, a to

zejména u genotypu P. sativum cv. Twinset.
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Obr. 22 Vliv piitomnosti Cd?* v ristovém médiu na zastoupeni S-nitrosylovanych proteinti
Vv kotfenové ¢asti rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych V ristovém
médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1 CdCl,. Detekce S-nitrosylovanych proteinti metodou
biotin-switch. St: standard molekulové hmotnosti; MW: molekulovd hmotnost.

4.7.2 Vliv Cd?* v médiu na aktivitu enzymu

S-nitrosoglutathionreduktasy

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je dulezity enzym podilejici se na regulaci
buné&¢né S-nitrosylace. GSNOR reguluje hladiny S-nitrosothiolti (SNOs) katabolismem
S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktery muaze fungovat jako intracelularni rezervoar NO

v rostlinné burice (Liu et al., 2001).

Byl stanoven vliv piitomnosti Cd?" v riistovém médiu na aktivitu enzymu GSNOR
Vv kofenové a nadzemni ¢asti rostlin dvou genotypt P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum
cv. Twinset (Obr. 23A,B). Z dosazenych vysledkd lze pozorovat rozdily v aktivité
enzymu GSNOR v zavislosti na ¢asti rostlin (kofenovd/nadzemni Cast), stejné tak
Vv zavislosti na genotypu hrachu setého. V kotfenové ¢asti kontrolnich vzorkt byla aktivita
GSNOR srovnatelna, v nadzemni ¢asti byla aktivita GSNOR cca 2,5x vyssi u P. sativum
cv. Kudrmac v porovnani s P. sativum cv. Twinset. V kofenové casti byly detekovany
vyznamné zmény Vv aktivit¢ GSNOR pouze u rostlin péstovanych v ristovém médiu
s 10 pmol-I* CdClz, kdy doslo k téméf dvojnasobnému néristu aktivity GSNOR
u P.sativum cv. Kudrna¢, a naopak Kk cca 3nasobnému poklesu GSNOR aktivity
u P. sativum cv. Twinset (Obr. 23A). V nadzemni ¢asti obou genotypd hrachu bylo
zaznamenano vyznamné zvyseni aktivity GSNOR se zvysujici se koncentraci CdCl:

V ristovém médiu (Obr. 23B).
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Obr. 23 Vliv ptitomnosti Cd?* v riistovém médiu na aktivitu enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR) v kofenové (A) a nadzemni ¢asti (B) rostlin dvou genotypu P. sativum cv. Kudrnaé
a P. sativum cv. Twinset péstovanych V ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 umol-1* CdCl..

Data predstavuji primér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznagen * (p < 0,05).
4.8 Vliv Cd* v médiu na produkei reaktivnich forem Kysliku

Toxicita téZkych kovt indukuje u rostlin produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) jako
je superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal, peroxid vodiku a singletovy kyslik. Jedna
se o vysoce reaktivni molekuly, které interaguji s riznymi bunécnymi sloZzkami, coz mize
vést k oxidacnimu poskozeni makromolekul. Produkce ROS zptlisobuje oxidacni stres
a poskozeni bunéénych membran v rostlinnych bunkach, které v krajnich piipadech muze

vést az k bunééné smrti (Gadjev et al., 2008).

4.8.1 Histochemicka detekce produkce reaktivnich forem kysliku

Histochemick4 detekce vlivu pfitomnosti Cd?* v médiu na produkci reaktivnich forem
kysliku za pouziti fluorescencni sondy HoDCF-DA byla provedena v apikalni casti
hlavnich (Obr. 24A) a postrannich (Obr. 24B) kofeni sedmidennich rostlin dvou
genotypt P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Ze ziskanych snimkut
z fluorescencniho mikroskopu fy. Olympus BX50 (hranol U-MWB2: excitaéni filtr 460—
490 nm, emisni filtr 520 nm) je zfejmé, Ze u kontrolnich vzorkt P. sativum cv. Twinset
je produkce ROS 1,5x vétsi v porovnani s P. sativum cv. Kudrnac¢ (Obr. 24A,B a 25A,B).
Vyrazng&jsi pokles produkce ROS v dusledku zvysujici se koncentrace CdCl v rastovém
médiu byl detekovan zejména u P. sativum cv. Twinset. Fluorescen¢ni signal se snizil cca
0 25 %, resp. 40 % v hlavnim, resp. postrannim kofenu rostlin péstovanych v médiu
obsahujici 50 pmol-1"t CdCl2 v porovnani s kontrolnimi rostlinami P. sativum cv. Twinset
(Obr. 25A,B).
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Obr. 24 Histochemicka detekce vlivu ptitomnosti Cd?* v rlistovém médiu na produkci reaktivnich
forem kysliku. Detekce ROS fluorescenéni sondou H;DCF-DA o koncentraci 10 pmol-1?
v apikalnich ¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofent rostlin P. sativum cv. Kudrnaé¢
a P. sativum cv. Twinset péstovanych Vv ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 umol-1* CdCl..
Mgtitko 100 um.
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Obr. 25 Vliv piitomnosti Cd?* v médiu na produkci ROS. Vyhodnoceni intenzity fluorescenéniho
signalu po detekci ROS fluorescenéni sondou H,DCF-DA o koncentraci 10 umol-1? v apikalnich
¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofent rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv.
Twinset p&stovanych V ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1t CdCl.. Data ptedstavuji

primér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznaéen * (p <0,05). Vyhodnoceno programem
ImageJ.

Z dosazenych vysledkl je patrné, ze zvySena koncentrace CdCl; V riistovém médiu
meéla vyznamnéjsi negativni efekt na produkci ROS detekovanou H.DCF-DA v ptipadé

genotypu P. sativum cv. Twinset v porovnani s P. sativum cv. Kudrnac.
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4.8.2 Histochemicka detekce produkce vysoce reaktivnich forem

kysliku pomoci aminofenylfluoresceinu

Pro detekci vysoce reaktivnich forem kysliku (hROS) Ize wvyuzit Ccinidlo
aminofenylfluorescein (APF). Aminofenylfluorescein reaguje piedevsim s hydroxylo-

vymi radikaly, peroxynitritem a kyselinou chlornanovou (HCIO) (Soh, 2006).

Histochemicka detekce vlivu piitomnosti Cd?* v médiu na produkci vysoce reaktivnich
forem kysliku za vyuziti fluorescen¢ni sondy APF byla provedena v apikalni ¢asti
hlavnich (Obr. 26A) a postrannich (Obr. 26B) kofenti sedmidennich rostlin P. sativum cv.
Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Ze ziskanych snimka z fluorescenéniho mikroskopu
fy. Olympus BX50 (hranol U-MWB2: excita¢ni filtr 460—490 nm, emisni filtr 520 nm) je
ziejmé, Ze u kontrolnich vzorka P. sativum cv. Kudrnac je produkce hROS detekovana
APF veEtsi v porovnani s P. sativum cv. Twinset (Obr. 26A,B a 27A,B). Vyznamny vliv
na produkci hROS detekovanou fluorescenéni sondou APF méla 50 pmol-1" koncentrace
CdCly, kdy byl zaznamenan dvojnasobny narUst intenzity signalu u P. sativum cv.
Kudrna¢ v apikalni c¢asti hlavniho kofene v porovndni s kontrolnimi rostlinami.
V hlavnim kofenu P. sativum cv. Twinset a v postrannich kofenech obou genotypt nebyla
zmeéna intenzity fluorescen¢niho signalu tak vysoka. Z dosaZenych vysledki je patrné, ze
zvysena koncentrace CdClz v ristovém médiu méla vyznamnéjsi efekt na produkci hROS
detekovanou APF v piipadé genotypu P. sativum cv. Kudrna¢ v porovnani s P. sativum

cv. Twinset.
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Obr. 26 Histochemicka detekce vlivu pfitomnosti Cd?* v ristovém médiu na produkei vysoce
reaktivnich forem kysliku (hROS) fluorescenéni sondou aminofenylfluorescein (APF)
0 koncentraci 10 umol-1? v apikélnich &astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofenli rostlin
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych v ristovém médiu obsahujici 0, 1,
10 a 50 umol-I'* CdCl,. Métitko 100 pm.
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Obr. 27 Vliv ptitomnosti Cd?* v riistovém médiu na produkci vysoce reaktivnich forem kysliku
(hROS). Vyhodnoceni intenzity fluorescenéniho signalu po detekci hROS fluorescenéni sondou
APF 0 koncentraci 10 umol-1? v apikalnich ¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofent rostlin
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych v ristovém médiu obsahujici 0, 1,

10 a 50 pmol-1" CdCl,. Data predstavuji priimér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznaden *
(p <0,05). Vyhodnoceno programem ImageJ.

4.8.3 Histochemicka detekce produkce vysoce reaktivnich forem

kysliku pomoci hydroxyfenylfluoresceinu

Pro detekci vysoce reaktivnich forem kysliku (hROS) Ize také vyuzit fluorescencni sondu
hydroxyfenylfluorescein (HPF), ktery reaguje pfedev§im s hydroxylovymi radikaly
a peroxynitrirem (Soh, 2006).
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Histochemicka detekce vlivu piitomnosti Cd** v médiu na produkci vysoce reaktivnich
forem kysliku za vyuziti fluorescen¢ni sondy HPF byla provedena v apikalni ¢asti
hlavnich (Obr. 28A) a postrannich (Obr. 28B) kofenti sedmidennich rostlin P. sativum cv.
Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Ze ziskanych snimka z fluorescen¢niho mikroskopu
fy. Olympus BX50 (hranol U-MWB2: excita¢ni filtr 460—490 nm, emisni filtr 520 nm) je
zfejmé, ze u kontrolnich vzorki nejsou vyznamné rozdily v produkci hROS (detekované
HPF) mezi obéma genotypy P. sativum (Obr. 28A,B a 29A,B). K vyznamnému nardstu
v relativni intenzité fluorescence doslo pouze u P. sativum cv. Kudrnaé pii vystaveni
rostlin nejvyssi koncentraci 50 umol-1"t CdCl; v riistovém médiu, kdy u hlavnich kofent
relativni intenzita fluorescence vzrostla vice nez 2,5x a u postrannich kotfenti vice nez
1,5x v porovnani ke kontrolnimu vzorku (Obr. 28, 29). V hlavnich ani postrannich
kofenech P. sativum cv. Twinset nebyla detekovana zména intenzity fluorescenéniho
signalu. Z dosazenych vysledkd je patrné, ze zvySena koncentrace CdClz v rustovém
médiu méla vyznamny efekt na produkci hROS detekovanou HPF pouze v piipadé

genotypu P. sativum cv. Kudrnag.

Koncentrace Cd2*  P. sativum P. sativum Koncentrace Cd2*  P. sativum P. sativum
[umol-I*] cv. Kudrnac cv. Twinset [umol-I1] cv. Kudrna¢ cv. Twinset

B
0

A
0

10

10

50 50

Obr. 28 Histochemicka detekce vlivu piitomnosti Cd?* Vv riistovém médiu na produkci vysoce
reaktivnich forem kysliku (hROS) fluorescen¢ni sondou hydroxyfenylfluorescein (HPF)
0 koncentraci 10 pumol-1? v apikalnich ¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofend rostlin
P. sativum cv. Kudrnac¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych Vv ristovém médiu obsahujici 0, 1,
10 a 50 pmol-1* CdCl,. Métitko 100 pum.
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Obr. 29 Vliv pfitomnosti Cd?** v ristovém médiu na produkci vysoce reaktivnich forem kysliku
(hROS). Vyhodnoceni intenzity fluorescenéniho signalu po detekci hROS fluorescenéni sondou
HPF o koncentraci 10 umol 1" v apikalnich ¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofenti rostlin
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych v ristovém médiu obsahujici 0, 1,
10 a 50 umol-1"* CdCl,. Data piedstavuji primér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen *
(p <0,05). Vyhodnoceno programem ImageJ.

4.8.4 Histochemicka detekce produkce peroxidu vodiku pomoci

diaminobenzidinu

Peroxid vodiku Ize v rostlinnych buiikdch detekovat pomoci barviva
3,3'-diaminobenzidin (DAB). DAB v pfitomnosti peroxidu vodiku a rostlinnych

peroxidas se oxiduje za vzniku tmaveé hnédého produktu (Daudi a O’Brien, 2012).

Histochemické detekce vlivu ptitomnosti Cd?* v médiu na produkci peroxidu vodiku
metodou vyuzivajici barviva 3,3'-diaminobenzidin (DAB) byla provedena v apikalni ¢asti
hlavnich (Obr. 30A) a postrannich (Obr. 30B) kofenti sedmidennich rostlin P. sativum cv.
Kudma¢ a P. sativum cv. Twinset. Ze ziskanych snimkl ze svételného mikroskopu
u hlavnich i postrannich kotfenti P. sativum cv. Kudrna¢, péstovanych v ristovém médiu
obsahujici 50 umol-1"* CdCly, Ize pozorovat pokles v intenzité zastoupeni vzniklého
tmavé hnédého produktu V porovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr. 30A,B).
Z dosazenych vysledku je patrné, ze zvySena koncentrace CdCl; v ristovém médiu méla
vyznamngj$i negativni efekt na produkci peroxidu vodiku detekovaného pomoci
3,3'-diaminobenzidinu v pfipadé genotypu P. sativum cv. Kudrma¢ v porovnani

s P. sativum cv. Twinset.
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Obr. 30 Histochemicka detekce vlivu pfitomnosti Cd?* v riistovém médiu na produkci peroxidu
vodiku s vyuzitim barviva 3,3'-diaminobenzidin (DAB) v apikalnich ¢astech hlavnich (A)
a postrannich (B) kofent rostlin P. sativum cv. Kudrmac¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych
v ristovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 umol-1* CdCl,. Métitko 100 um.

4.8.5 Fluorimetrické stanoveni peroxidu vodiku

Pro kvantifikaci produkce peroxidu vodiku byla pouZita detekce pomoci fluorescen¢ni
sondy Amplex Red dle metodiky uvedené v praci Demecsova et al. (2019). Byla
stanovena zména fluorescenniho signalu po interakci Amplex Red s H20:
produkovanym apikalnimi ¢astmi 15-ti hlavnich a 15-ti postrannich kofent sedmidennich
rostlin dvou genotypu P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych
V riistovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 umol 1" CdClI, (Obr. 31A,B). Vy3si hodnoty
relativni intenzity fluorescence, prokazujici intenzivnéjsi produkci H20., byly
detekovany v hlavnich kofenech v porovnani s postrannimi kofeny u obou genotypt
hrachu setého. V pifipadé hlavnich kofent P.sativum cv. Kudrna¢ bylo pozorovano
signifikantni snizeni produkce H20> u rostlin péstovanych v rustovém médiu obsahujici
1 al0 umol-1"* CdCl,. V piipadé hlavnich kotenti P. sativum cv. Twinset doglo nejprve
pii 1 pmol-1 CdCl; k poklesu relativni intenzity fluorescence a poté K nartistu pfi
10 pumol-1"t CdCl; v ristovém médiu. V ptipadé postrannich kofend P. sativum cv.
Kudrnac byl patrny nartst relativni intenzity fluorescence pouze pii nejvyssi koncentraci
50 umol 1™ CdCly, kdezto u P. sativum cv. Twinset jiz pii 10 pmol-1* CdCl v ristovém

médiu.
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Obr. 31 Vliv piitomnosti Cd?* v riistovém médiu na produkci peroxidu vodiku. Vyhodnoceni
intenzity fluorescen¢niho signalu po detekci peroxidu vodiku fluorescenéni sondou Amplex Red
o koncentraci 50 umol-1* v apikalnich ¢astech hlavnich (A) a postrannich (B) kofent rostlin dvou
genotypu P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych V ristovém médiu
obsahujici 0, 1, 10 a 50 pmol-1* CdCl,. Data piedstavuji primér + SD. Statisticky vyznamny
rozdil je oznagen * (p < 0,05).
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5 DISKUZE

Cd je tézky kov, ktery v rostlinach nema Zzadnou metabolickou funkci. Za béznych
podminek se Cd ptirozené vyskytuje v pudé v nizkych koncentracich. Mezi hlavni zdroje
zvySeného vyskytu Cd v pud¢ fadime fosfatova hnojiva, splaskové kaly, aplikace
pesticidu, t€Zbu a pramyslové emise (Pinto et. al, 2004; Kuriakose a Prasad, 2008).
Ve srovnani s jinymi tézkymi kovy je Cd rostlinami velmi dobie absorbovano (Varo
etal., 1980). Tezké kovy jsou latky znecCistujici Zivotni prostiedi a jejich toxicita je
problémem piedevsim z ekologickych a environmentalnich divoda. V pudé se vyskytuji
tézké kovy v riiznych chemickych formach v zdvislosti na piisluSném kovu, pH
a pritomnosti dalSich iontd (Das et al., 1997). Dle piilohy ¢. 1 k vyhlasce ¢. 153/2016 Sh.
preventivni hodnota obsahu Cd v zemédé&lské padé je 0,5mgkg?! pidy.
Indikaéni hodnota prvku Cd, pii jejimz piekroeni mize byt ohrozeno zdravi lidi a zvifat,
je stanovena na 20 mg-kg? piidy. Pokud jde o potencidlni toxicitu kadmia pro ptdni
organismy a pudni mikrobidlni procesy, Duxbury (1985) klasifikoval Cd jako prvek
,»stiedni® toxicity. Pies rozdilnou mobilitu kovovych ionti v rostlinach je obsah kovi
obecné vyssi v kofenovych nez v nadzemnich ¢astech rostlin (Ramos et al., 2002).
Ve vétsiné pripadli Cd nejprve vstupuje z pidy do kotfenl rostlin a poté pronikd do
nadzemni casti. Jakmile Cd vstoupi do kofenli, mize byt xylémem transportovano
apoplastickou a/nebo symplastickou cestou, komplexaci s n€kolika ligandy, jako jsou
organické kyseliny a/nebo fytochelatiny (Senden et al., 1994; Salt a Rauser, 1995).
Pro zjisténi miry absorpce mnoZzstvi Cd rostlinou z riistového média byl v experimentalni
¢asti diplomové prace stanoven obsah kadmia v kofenové a nadzemni ¢asti rostlin dvou
genotypt hrachu setého péstovanych pii riiznych koncentracich CdCl v ristovém médiu.
V souladu se studiemi (Ramos et al., 2002; Metwally et al., 2005) byl pozorovan vyrazné
vyssi obsah Cd v kofenovych nez v nadzemnich ¢astech rostlin péstovanych v ristovém
médiu obsahujici 0-50 umol-1"t CdCly, napt. v pfipadé 50 pmol-1"t CdCl; byl obsah Cd?*
v kofenu vys$si nez v nadzemni ¢asti rostlin cca 40x, resp. 20x u P. sativum cv. Kudrnac,
resp. P. sativum cv. Twinset. Krupa a Baszynski (1995) i Siedlecka a Krupa (1996)
uvadéji, ze z celkového mnozstvi Cd ptijatého rostlinou se asi 60 % uklada v kofenech,
15 % v listech, 10 % ve stoncich a 15 % v semenech. lonty Cd jsou tedy akumulovany
Vv kotenech a jen mald mnoZstvi jsou transportovana do nadzemnich ¢asti. Obecné plati,
7e obsah Cd v rostlinach klesa v potadi: kofeny > stonky > listy > plody > semena (Blum,

1997). Dle analyzy obsahu Cd u ruznych genotypt hrachu setého péstovanych
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hydroponicky Metwally et al. (2005) detekovali v ptipadé aplikace 5 pmol-1* CdCl, do
ristového média vyrazny narist koncentrace Cd v kofenové c¢asti rostlin (4-20x
Vv zavislosti na typu genotypu hrachu setého) v porovnani s nadzemni casti rostlin. Rozdil
ve schopnosti absorbovat Cd dvou genotypti hrachu setého studovanych v predlozené
praci se projevil az pii aplikaci nejvyssi testované koncentrace 50 pmol-1 CdCI;
Vv rustovém médiu, kdy stanoveny obsah Cd byl v kotfenech P. sativum cv. Kudrnac o cca
20 % vyssi v porovnani s P. sativum cv. Twinset (maximalni koncentrace byla cca
1,5 mg-g™) a naopak byl v nadzemni &sti rostlin P. sativum cv. Kudmag¢ o cca 40 % nizsi

nez u P. sativum cv. Twinset (maximalni koncentrace byla cca 60 ug-g).

Zvysujici se mnozstvi Cd v Zivotnim prostfedi ovliviiuje rtzné fyziologické
a biochemické procesy v rostlinach (Sanita di Toppi a Gabbrielli, 1999). U rostlin dochazi
k morfologickym i anatomickym zménam. Jednim z charakteristickych G¢inkd Cd na
rostliny je inhibice riistu kofenové 1 nadzemni Casti, sniZzeni poc¢tu a délky postrannich
kotenit v disledku zmény v rychlosti fotosyntézy a distribuci makro a mikrozivin
(Sandalio et al., 2001; Benavides et al., 2005; Metwally et al., 2005; Rodriguez-Serrano
et al., 2006). Vyse popsany inhibi¢ni efekt zvySené koncentrace Cd v ristovém médiu
byl potvrzen experimenty realizovanymi v ramci feSeni pfedlozené diplomové prace, kdy
byl sledovan vliv pfitomnosti CdCl; v rastovém médiu v koncentracich 0, 1, 10
a 50 umol-1" CdCl; na fyziologické parametry dvou genotypti hrachu setého (P. sativum
cv. Kudrnag, P. sativum cv. Twinset). Jednotlivé genotypy hrachu se mohou vyznamné
liit citlivosti na pritomnost Cd?* v ristovém médiu (Metwally et al., 2005). V nasi studii
je z porovnani indexu tolerance pro FW, DW i délky kofene a nadzemni ¢asti rostlin
ziejmy vyrazné vétsi inhibicni efekt Cd?* na riist a vyvoj P. sativum cv. Kudrnag
Vv porovnani s P. sativum cv. Twinset (Obr. 32A-C). Dle Rodriguez-Serrano et al. (2006)
byla u kofenti hrachu setého vystavenych plisobeni Cd pozorovana inhibice riistu a vznik
mensich cév. Podobné Popova et al. (2008) prokazali, ze Cd zptisobuje na koncentraci
zavislou redukci riistu kotenové 1 nadzemni Casti hrachu setého. V predlozené diplomové
praci bylo stanoveno snizeni délky kotenové, resp. nadzemni Casti rostlin dvou genotypt
P. sativum cv. Kudrnag, resp. P. sativum cv. Twinset v piitomnosti 50 umol-1* CdCl;
Vv rustovém médiu o 65 %, resp. 50 % a u P. sativum cv. Twinset 0 45 %, resp. 25 %
V porovnani s kontrolnimi rostlinami. Inhibici riistu Ize pozorovat i U jinych druhi rostlin
napf. u séji (Pérez Chaca et al., 2014), Arabidopsis thaliana (Suzuki, 2005), je¢mene
(Wu et al., 2004), slunecnice (Groppa et al., 2007) a pSenice (Ranieri et al., 2005).
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Ve studii Lozano-Rodriguez et al. (1997) bylo prokazano, ze po 11denni expozici hrachu
setého 50 umol-1" kadmiu doslo k redukci hmotnosti Eerstvého materialu (FW) kofenové,
resp. nadzemni ¢asti o 80 %, resp. 70 %. V nasi studii po 7denni expozici dvou genotypi
P. sativum cv. Kudrnag, resp. P. sativum cv. Twinset 50 pmol-1"* CdCl, doslo k redukci
FW kotenové, resp. nadzemni ¢asti rostlin o 60 %, resp. 35 % a u P. sativum cv. Twinset
035 %, resp. 15 %. Dixit et al. (2001) uvedli, Ze po 7denni expozici hrachu setého
4 umol-1"t Cd(NO3z)2 bylo pozorovano snizeni hmotnosti suchého materialu (DW) o 21 %.
Pii vys$s§i koncentraci 40 pmol-1t Cd(NOs)2 v ristovém médiu doslo ke snizeni DW
052 %. Vliv 50 umol-1? CdCl; v ristovém médiu na redukci DW u P. sativum cv.
Kudrnac, resp. P. sativum cv. Twinset byl u kofenové, resp. nadzemni ¢asti o 45 %, resp.
10 % au P.sativum cv. Twinset 0 25 %, resp. 10 %. Charakteristickou vlastnosti
ptsobeni Cd pii vysokych koncentraci v riistovém médiu (50 pmol-1? CdCl, po dobu
14 dni) na rostliny hrachu setého je redukce poctu postrannich kotent (Sandalio et al.,
2001). Z orientacniho stanoveni poctu postrannich kofenti doslo k redukci u P. sativum

cv. Kudrnag, resp. P. sativum cv. Twinset 0 85 %, resp. 50 %.

Z indexu tolerance FW, DW a délky kofene a nadzemni ¢ésti je ziejmy jednoznacny
vétsi inhibicni efekt zvysené koncentrace CdClz v ristovém médiu na vyvoj P. sativum

cv. Kudrnac v porovnani s P. sativum cv. Twinset (Obr. 32A-C).
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Obr. 32 Index tolerance hmotnosti (FW) &erstvého materidlu (A), hmotnosti (DW) suchého
materialu (B), délky (C) kofenové a nadzemni ¢asti rostlin dvou genotypt P. sativum cv. Kudrnaé¢
a P. sativum cv. Twinset p&stovanych v piitomnosti CdCl, o koncentraci 1, 10 a 50 umol-1™.
Vypocet indexu tolerance byl proveden dle metodiky uvedené v praci Metwally et al. (2005).

P¥itomnost Cd?* v riistovém médiu ma vliv na celkovy obsah proteinti zastoupenych
V rostlinném materialu, tzn. mize dojit k ovlivnéni syntézy proteinti (Bavi et al., 2011).
Ewais (1997) uvedl, Ze piitomnost Cd?* v ristovém médiu ma vyznamnéjsi vliv na
kotfenové ¢asti rostlin nez nadzemni. Ze stanoveni celkového obsahu proteint dle studie
Lozano-Rodriguez et al. (1997) bylo prokazano, Zze se zvySujici se koncentraci Cd

V riistovém médiu (10 a 50 umol-1?) dochéazi ke zvysené produkci proteinti v kofenové
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I nadzemni casti hrachu setého. Toto tvrzeni je v souladu s experimentalni c¢asti
predlozené diplomové prace, kde byl stanoven vliv Cd?* o riznych koncentracich na
celkovy obsah proteinti v kofenové a nadzemni ¢asti rostlin dvou genotypt P. sativum cv.
Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. U obou genotypt péstovanych pii nejvyssi testované
koncentraci 50 umol-1" CdCl; v rlistovém médiu v porovnani s kontrolnimi rostlinami
byl detekovan cca o 20-25 % zvySeny obsah proteinti vV nadzemni ¢asti a v piipade
P. sativum cv. Twinset i v kofenu. V kofenu P. sativum cv. Kudrna¢ byla stanovena

dvojnasobné vyssi hladina proteintl V porovnani s kontrolnimi rostlinami.

Polyaminy (PA) jsou pfitomny ve vSech zivych buiikach, maji nizkou molekulovou
hmotnost a jsou polykationtové povahy (Mutlu a Yirekli, 2015). Nejbéznéji se
vyskytujicimi volnymi PA v rostlinach jsou spermidin (Spd, triamin), spermin (Spm,
tetramin) a jejich prekurzor putrescin (Put, diamin), ktery hraje kli¢ovou roli v regulaci
fady vyvojovych a fyziologickych procesi rostlin (Kusano et al., 2007). Vystaveni rostlin
riznym stresovym faktorim, jako je napf. osmoticky stres, salinita, teplo, chlad, UV
zafeni a piitomnost tézkych kovli, mize vést ke zménam v metabolismu PA (Bouchereau
etal., 1999; Groppa et al., 2003). Groppa et al. (2003) uvedli, ze v pii vystaveni listovych
diskti psenice Cd mize dochazet k akumulaci putrescinu. ZvySena produkce byla
podpofena  soucasnym  zvySenim  aktivity  arginindekarboxylasy = (ADC),
ornithindekarboxylasy (ODC) a inhibici aktivity diaminooxidasy (DAO) (Groppa et al.,
2003). Ve studii Mutlu a Yirekli (2015) bylo detekovano zvyseni hladin spermidinu
a sperminu po 72 h inkubace listovych disk@ psenice v médiu s 9 mmol-1"t CdSO4. Zmény
byly vyrazngjsi u citlivého kultivaru Triticum aestivum L. cv. Quality, kdy byla stanovena
1 vyznamné vys§i produkce putrescinu, V porovndni s kultivarem tolerantnim
Kk pritomnosti Cd Triticum aestivum L. cv. S6nmez-2001. Podobné u hrachu setého
Vv pfitomnosti zvySené koncentrace Cd byla detekovdna v kofenovém systému vyrazné
vy$$i hladina putrescinu (putrescin byl abundantni polyamin v prostiedi 50 pmol-1?
CdCl,). Na akumulaci putrescinu se podilela zvySena aktivita ADC a ODC a snizena
aktivita DAO, podobné¢ jak bylo vyse uvedeno na piikladu psenice (Groppa et al., 2003;
Balestrasse et al., 2005). Z vysledkl experimentalni ¢asti diplomové prace je ziejmé,
ze bazalni hladina PA putrescinu a kadaverinu je vyrazné vyssi v kofenové ¢asti genotypu
P. sativum cv. Kudrna¢ v porovnani s P. sativum cv. Twinset, u kterého byla prokazana
rezistence vuci padli, fusariovému vadnuti a viru hrachové mozaiky PSbM a mensi

inhibi¢ni efekt Cd na rust rostliny. V souladu sejiz dfive provedenymi studiemi
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se vzrustajici koncentraci CdCl2 v ristovém médiu byla detekovana zvySujici se produkce
putrescinu v kofenové ¢asti systému (v 50 pmol-17 CdCl, byla hladina putrescinu u obou
genotypil dvojnasobnd v porovnani s kontrolou), tento efekt velmi dobie koreluje
s detekovanym intenzivnim poklesem DAO aktivity (cca dvojnasobny pokles u rostlin
v médiu s 50 umol-1"t CdCl,). Produkce kadaverinu byla u obou genotypii vyrazné
ovlivnéna pouze v piitomnosti 1 umol-1t CdCl,. Vysledky stanoveni obsahu putrescinu
a zejména kadaverinu jsou zatizeny pomérné velkymi smérodatnymi odchylkami, proto
je nutné tyto vysledky povazovat za orientacni. Z ditvodu pandemie a uzavieni laboratofi
na vysokych S$koldch nebylo mozné zrealizovat prométeni dalSich sad vzorki.
Se zvysSujici se koncentraci CdClz byla pozorovana zvySend produkce sperminu
v kofenech pouze u P. sativum cv. Kudrna¢, kdezto u P. sativum cv. Twinset nedoslo
K vyznamnym zménam, podobné jako u produkce spermidinu u obou genotypu hrachu
set¢ho. V nadzemni casti byla zaznamenana zména v obsahu PA pouze v piipadé
putrescinu (cca dvojnasobny narust koncentrace) u P. sativum cv. Twinset v pfitomnosti
1 pmol-1t CdCl; v ristovém médiu. Polyaminy jsou schopné chranit rostliny pied
oxida¢nim poskozenim zplsobenym tézkymi kovy, jako jsou Cd a Cu (Groppa et al.,
2001). Borrell et al. (1997) zjistili, ze polyaminy inhibovaly peroxidaci lipidd v listech
ovsu. Na Gzky vzajemny vztah mezi PA a oxida¢nim stresem poukazuje i vliv exogenné
aplikovanych PA vedouci k potlaceni tvorby nekrozy listi rajcete zplisobené ozonem
(Ormrod a Beckerson, 1986). Zvyseni koncentraci PA ve stresovanych rostlinach muize
byt spojeno s jejich pozitivnim u¢inkem na buriky, jako je kontrola pH, udrzovani iontové
a osmotické rovnovahy a schopnost stabilizovat membrany a detoxikovat ROS (Piterkova

etal., 2012).

Katabolismus polyaminli probihd oxida¢ni deaminaci za pomoci enzymul
aminooxidas, které prevadéji biogenni polyaminy na odpovidajici aminoaldehyd. DAO
katalyzuje oxida¢ni deaminaci putrescinu a spermidinu, za vzniku 4-aminobutyraldehydu
(ABAL) a 1-amino-3,3-diethoxypropan (APAL) za soucasného uvoliiovani amoniaku
a peroxidu vodiku (Medda et al., 1995). PAO oxiduje spermidin a spermin za vzniku
ABAL, APAL a peroxidu vodiku (Sebela et al., 2001b). Oba enzymy jsou lokalizovany
predevSim v bunécné sténé rostlinnych bunék, kde produkuji peroxid vodiku potiebny
pro suberinizaci a lignifikaci k zajisténi jeji pevnosti (Angelini a Federico, 1989).
DAO se ve vysokych koncentracich vyskytuje predevsim ve dvoudéloznych rostlinach,

ato zejména v hrachu, cizrné, cocce nebo so6ji (Bagni a Tassoni, 2001). Naopak PAO
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je vysoce exprimovana zejména v jednodéloznych rostlinach (Kakkar a Sawhney, 2002).
U hrachu setého se DAO sklada ze dvou identickych podjednotek o molarni hmotnosti
70-95 kDa (McGuirl et al., 1994). Dle Tipping a McPherson (1995) bylo analyzou
Northern blot prokazano, ze hladina DAO mRNA v sazenicich ¢o¢ky vzrostla ve tmé,
coz korelovalo s vysokou enzymovou aktivitou. Podobn¢ dle studie Luhova et al. (2003)
byla stanovena vyrazné vyssi aktivita DAO v etiolovanych rostlinach riznych genotypt
hrachu set¢ho v porovnani s rostlinami péstovanymi za kontrolovanych svételnych
podminek (12h fotoperioda). U hrachu setého byla také pozorovana vyrazn¢ vyssi aktivita
DAO v disledku mechanického poskozeni rostliny (Petiivalsky et al., 2007). Aktivita
DAO muze byt rovnéz ovlivnéna pritomnosti tézkych kovi v ristovém médiu.
V praci Choudhary et al. (1999) byl prokazan inhibi¢ni efekt Cd?* iontii na aktivitu DAO.
Groppa et al. (2007) sledovali ¢asovy prubéh ucinku CdCl. a CuClz o riznych
koncentracich (0,1; 0,5 a1 mmol-I?) vmédiu na aktivitu DAO v nadzemni &ésti
slunec¢nice po dobu 16 dnui. Cd inhibovalo aktivitu DAO od 7. dne v zavislosti na pouzité
koncentraci. Posledni den experimentu (16 den) enzymové aktivita klesla v porovnéani
s kontrolnimi vzorky az o 80 % v piitomnosti 1 mmol-1t CdCl,. Naopak aktivita DAO
vV piitomnosti 1 mmol-1* CuCl, vzrostla v porovnani s kontrolnimi vzorky 0 42 %.
Cu? ionty jsou soucasti aktivniho mista DAO. V hlizach a kofenech so6ji v pFitomnosti
0,5 mmol-1* CdCl; v ristovém médiu byly stanoveny zvySené hladiny putrescinu
a soucasné snizena aktivita DAO (Balestrasse et al., 2005). V ramci experimentalni ¢asti
diplomové¢ prace byly pozorovany rozdilné¢ zmény aktivity DAO v kofenové a nadzemni
¢asti rostlin obou genotypt hrachu setého. V kofenové ¢asti obou genotypt hrachu byl
zaznamenan pokles aktivity DAO se zvySujici se koncentraci CdClz v médiu. V piipadé
genotypu P. sativum cv. Kudrnaé byl detekovan vyznamnéjsi inhibi¢ni efekt Cd®" na
aktivitu DAO (5x snizeni aktivity) vV porovnani s P. sativum cv. Twinset (pouze snizeni
aktivity 0 50 %) pii péstovani rostlin v prostiedi 50 umol-1 CdCl,. Naopak v nadzemni
Casti rostlin obou genotypt hrachu setého Ize pozorovat 30-50 % zvyseni aktivity DAO,
ale az u rostlin péstovanych v ristovém médiu obsahujici 50 umol-1"t CdClz v porovnani

s kontrolnimi rostlinami.

V rostlinach se degrada¢ni produkty katabolismu polyamint dale metabolizuji NAD*
dependentnimi aminoaldehyddehydrogenasami (AMADH, EC 1.2.1.19 nebo EC
1.2.1.54) na  aminokyseliny, napf.  1l-amino-3,3-diethoxypropan  (APAL)
a 4-aminobutyraldehyd (ABAL) na B-alanin a kyselinu y-aminomaselnou (GABA) (Awal
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et al., 1997). AMADH byla piivodné¢ nalezena v bobovitych (Fabaceae) a lipnicovitych
(Poaceae) rostlinach spole¢né s aminooxidasami (Flores a Filner, 1985). Hrach sety
obsahuje dva izoenzymy AMADH 1 a 2 (PSAMADH1 a PsAMADH?2), které patii do
rodiny ALD10 (Frommel et al., 2012). Za nativnich podminek ma enzym podobu
tetrameru (4x57 kDa) obsahujici cysteinovy zbytek v aktivnim mist& (Sebela et al., 2000;
Brauner et al., 2003). Ackoliv AMADH z hrachu setého neni schopna oxidovat
betainaldehyd, jeji N-terminalni aminokyselinova sekvence se podobad sekvencim
riznych rostlinnych betainaldehyddehydrogenas (BADH, EC 1.2.1.8) (Sebela et al.,
2000). Rostlinné BADH jsou znamé jako intracelularni enzymy katalyzujici tvorbu
glycinbetainu, ktery se v buikach vyuziva jako kompatibilni osmolyt (Weretilnyk
a Hanson, 1990). Glycinbetain je v nékterych druzich rostlin akumulovan v reakci na
abiotické stresové podminky, jako napf. salinitu a sucho (Nuccio et al., 1999). Aktivita
hrachové AMADH byla histochemicky lokalizovana v kambiu a pericyklu (Sebela et al.,
2000; Sebela et al., 2001a). Ve studii Piterkova et al. (2012) pozorovali vliv rozdilnych
koncentraci soli (NaCIl/KCI) na aktivitu AMADH v kofenové a nadzemni Casti rostlin
hrachu setého. ZvysSend koncentrace soli vedla k postupnému zvySovani aktivity
AMADH. Také mechanické poSkozeni vyvolalo zvySeni aktivity AMADH u hrachu
setého se soucasnym zvySenim obsahu putrescinu, kadaverinu, spermidinu a GABA
(Petivalsky et al., 2007). Jednim z dil¢ich cili diplomové prace bylo stanoveni vlivu
Cd?* na aktivitu AMADH. V souladu se studii Piterkova et al. (2012) byla detekovana
aktivita AMADH nizsi v kofenové nez v nadzemni ¢asti rostlin obou genotypti hrachu
setého. V kofenové inadzemni ¢asti obou genotypi hrachu setého byla pozorovana
zvySena aktivita AMADH se zvySujici se koncentraci CdCly v rlstovém médiu.
V kotfenech byly zmény vyrazngjsi s nartustem aktivity o cca 50-60 % v dasledku
pritomnosti 50 pmol-1"t CdCl; v ristovém médiu. V nadzemni ¢4sti u obou genotypti byla

detekovana pouze 10-20% zména v aktivit¢ AMADH.

Reaktivni formy dusiku (RNS) pfedstavuji ustfedni molekuly pro regulaci fady
bunécnych procest v rostlinach, které jsou nedilnou soucasti jejich vyvoje a reakci na
biotické a abiotické stresové podminky (Umbreen et al., 2018). Mnoho studii uvadi, ze
hladiny NO jsou ovlivnény nejriznéjS§imi faktory prostiedi, vcetn€ biotickych
a abiotickych stresovych podminek (Kopyra a Gwozdz, 2004; Arasimowicz a Floryszak-
Wieczorek, 2007; Besson-Bard et al., 2008). Bylo prokazano, ze Cd, jeden z nejvice

toxickych prvki znecist'ujici zivotni prostfedi, mize interferovat S nejvyznamnéjSim
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zastupcem RNS oxidem dusnatym a ovliviiovat jeho hladiny v rostlinnych buiikéch
(Rodriguez-Serrano et al., 2006). Produkce NO u rostlin vystavenych ptiisobeni Cd zavisi
na jeho koncentraci a dobé expozice (Gill et al., 2013). Cd je schopné vyvolat syntézu
NO v kotenech rostlin béhem prvnich nékolika hodin trvani stresu. Pti analyze produkce
NO v ¢asnych stadiich expozice (po 3 hodinach) v 10 umol-1* CdCl, v kofenech p3enice
vzrostla hladina NO piiblizn¢ o 73 % (Mahmood et al., 2009). V kotfenech A. thaliana
po 7 hodinach pisobeni 200 umol-1"t CdSO4 doslo k silné produkci NO (Besson-Bard
et al., 2009). Valentovic¢ova et al. (2010) uvedli, Ze vystaveni kofend jeémene po dobu
24 hodin 1 mmol-1* CdCl, vedlo ke zvyseni produkce NO v kofenovych $pickach,
piedevsim v pericyklu a parenchymatickych bunkach. Tyto zmény byly doprovazeny
zvySenim cytosolické aktivity NADPH-diaforasy, znamé jako marker NOS aktivity
usavcu. V kofenech rostlin Brassica juncea a P. sativum vystavenych pulsobeni
100 pmol 1 CdCl; zagala akumulace NO po 24 hodinach a zvy$ena produkce NO byla
pozorovana také po dlouhodobé Sdenni expozici kadmiu (Bartha et al., 2005).
Dlouhodobé vystaveni rostlin hrachu setého (14 dni) 50 umol-1? CdCl, vedlo
K vyznamnému sniZzeni obsahu NO v kotfenech (Rodriguez-Serrano et al., 2006).
Jak uvedli Ma et al. (2010), v této pozdni fazi pusobeni stresu muze dojit k odumirani
velké Casti kofenového pletiva, a proto je pravdépodobné, ze byla délka expozice Cd prilis
dlouhad pro zaznamenani intenzivni produkce NO. Nesrovnalosti v produkci NO jsou
Casto vysvétlovany pouzitim riznych koncentraci Cd, doby expozice a rtiznych druhi
rostlin v odlisnych vyvojovych fazich v jednotlivych studiich (Groppa et al., 2008; Xiong
et al., 2010). Mozné vysvétleni zvysené produkce NO navrhl Besson-Bard et al. (2009).
Cd vstupuje do kofenovych bunék prostiednictvim transportéru Zzeleza (zelezem
regulovany transportér: IRT1). Konkurence mezi Cd?*" aFe* vede ke sniZeni
vnitrobunééného obsahu zeleza a nasledné podporuje syntézu NO. Soucasné
akumulovany NO iniciuje up-regulaci exprese genu souvisejicich se ziskavanim Zeleza
(gen pro zelezem regulovany transportér 1 (IRT1), oxidasu redukujici oxid Zelezity
(FRO2) a transkripéni faktor indukovany nedostatkem zeleza (FIT)). Na druhé strané
odpovidajici proteiny syntetizované de novo zesiluji vychytavani Cd. V diplomové praci
byl sledovan vliv Cd** v médiu na produkci oxidu dusnatého za vyuziti fluorescenéni
sondy DAF-FM DA v apikalnich ¢astech hlavnich a postrannich kofeni rostlin dvou
genotypt P. sativum cv. Kudrnac a P. sativum cv. Twinset péstovanych v ristovém médiu
obsahujici 0, 1, 10 a 50 umol-1* CdCl, po dobu 7 dnfi. U P. sativum cv. Kudrna¢ bylo

prokazano, Ze podobné jako v praci Bartha et al. (2005) se zvysujici se koncentraci CdCl»
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v ristovém médiu doslo ke zvySeni produkce NO v hlavnich kofenech. V piipadé
hlavnich kofent P. sativum cv. Twinset nebyly pozorovany vyrazné zmény Vv produkci
NO. V pfipad¢ postrannich kofenii obou genotypli doSlo pouze k mirnym zménam
v produkci NO. Vliv Cd?* v médiu na produkci NO byl vyznamnéjsi u citlivého genotypu

P. sativum cv. Kudrna¢ v porovnani s P. sativum cv. Twinset.

NO je dulezita signalni molekula zapojena do mnoha vyvojovych procest a odpovédi
na ruzné stresové podminky u rostlin (Ticha et al., 2017a). Nedavno bylo prokazano,
ze poté co je NO produkovano v rostlinnych pletivech ma schopnost interagovat s jinymi
redoxnimi molekulami a potencialné regulovat biologické procesy modifikaci proteinti
(Fancy et al.,, 2017). Jedna se o proces tzv. S-nitrosylace, reverzibilni kovalentni
modifikace, ke které dochazi interakci NO s thiolovou skupinou cysteinu v molekule
napt. glutathionu nebo cystein obsahujicich proteini za vzniku pftislusného
S-nitrosothiolu (Hogg, 2000; Spadaro et al., 2010). Je dobte znamo, Ze v rostlinach je za
fyziologickych a stresovych podminek S-nitrosylovana cela fada proteinti (Lindermayr
a Durner, 2009). Bylo provedeno né¢kolik proteomickych studii pro identifikaci cilii
S-nitrosylace v rostlinach. V extraktech bunéénych kultur A. thaliana oSetfenych GSNO
a NO bylo identifikovano vice nez 100 proteini (Lindermayr et al., 2005), kdy 16 z nich
bylo odlisn¢ S-nitrosylovanych v souvislosti s hypersenzitivni reakci Arabidospis
(Romero-Puertas et al., 2008). V B. juncea bylo identifikovano 20 S-nitrosylovanych
proteint, kdy nékteré z nich byly modulovany nizkou teplotou (Abat a Deswal, 2009).
Bylo prokazano, ze rizné fyziologické procesy, jako je biosyntéza ethylenu, obranné
reakce rostlin proti biotickému a abiotickému stresu, antioxidaéni obrana rostlin,
fotosyntéza atd. jsou regulovany S-nitrosylaci klicovych enzymil zapojenych v téchto
procesech (Ortega-Galisteo et al., 2012). Ziogas et al. (2013) studovali vliv 6 riznych
abiotickych stresovych faktort (nepfetrzité svétlo, tma, teplo, chlad, sucho a salinita) na
intenzitu S-nitrosylace v listech rostliny Citrus aurantium L. Bylo zjisténo, Ze intenzivni
S-nitrosylace byla vyvolana teplem, chladem a suchem, naopak potlacena byla u rostlin
vystavenych salinit¢ a tm¢. Ve studii Ortega-Galisteo etal. (2012) zkoumali vliv
pfitomnosti 50 pumol-1? CdCl, v riistovém médiu na zastoupeni S-nitrosylovanych
proteinit v nadzemni ¢asti hrachu setého, kdy z dosazenych vysledkii nezjistili zadné
rozdily v S-nitrosylaci. V ptedlozené diplomové praci byl stanoven vliv pfitomnosti
Cd?" v riistovém médiu na zastoupeni S-nitrosylovanych proteinii v kofenové ¢asti rostlin

P. sativum cv. Kudrnag¢ a P. sativum cv. Twinset péstovanych pfi riznych koncentracich
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CdCl,. Se zvysujici se koncentraci CdClz v ristovém médiu byla detekovana zvySena
intenzita S-nitrosylace proteinti v porovnani s kontrolnimi vzorky u obou genotypu.
Rozdil v intenzit¢ S-nitrosylace mize byt pravdépodobné zplsoben rozdilnou reakci
riznych druht rostlin na abiotické stresové podminky, které vedou k nitrosa¢nimu stresu
(Ortega-Galisteo et al., 2012). Studii bude nutné doplnit kvantifikaci zmén na Grovni
S-nitrosylace s vyuzitim NO analyzatoru a detekci S-nitrosylovanych proteinti pomoci

hmotnostni spektrometrie.

Nejhojnéji zastoupenym S-nitrosothiolem je S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery je
generovan S-nitrosylacni reakci NO s glutathionem (GSH) (Hasanuzzaman et al., 2018).
Bunééna homeostaza S-nitrosoglutathionu (GSNO) je fizena NADH-dependentni
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR) pattici do skupiny alkoholdehydrogenas III.
tiidy (EC 1.1.1.1) (Ticha et al., 2017a). Aktivita GSNOR byla prokazana v mnoha druzich
rostlin v¢etné A. thaliana (Martinez et al., 1996), hrachu (Shafqat et al., 1996; Barroso
et al., 2006), kukuftici (Fliegmann a Sandermann, 1997) a slunec¢nici (Chaki et al., 2009).
Mutace v genu pro GSNOR mohou vést ke vzniku zakrslych rostlin, zvySeni poctu
kvétenstvi a zhorSené signalizaci auxinu (Kwon et al., 2012; Shi et al., 2015). Zda se tedy,
ze GSNOR je nezbytna pro normalni vyvoj rostlin (Leterrier et al., 2014). Aktivita
GSNOR a nasledné hladiny GSNO jsou modulovany béhem vyvoje a reakci rostlin na
rizné stresové podminky prostiedi (Ziogas et al., 2013; Kubienova et al., 2014; Ticha
etal,, 2017a). Zmény aktivity GSNOR byly zkoumany v nékolika druzich rostlin
vystavenych riznym podminkam abiotického stresu. Napiiklad Ziogas et al. (2013)
studovali vliv tady abiotickych stresovych faktori (nepfetrzité svétlo, tma a chlad)
na aktivitu GSNOR v listech rostlin Citrus aurantium L. Nepfetrzité svétlo a tma
zpusobily zvySeni aktivity GSNOR, naopak chlad vedl ke sniZeni enzymové aktivity.
Soucasné se snizenim aktivity GSNOR po vystaveni rostlin nizké teploté (—8 °C) doslo
k silné down-regulaci hladin transkriptu GSNOR. Naopak v nadzemni ¢asti rostlin hrachu
seté¢ho vystavenych nizké teploté¢ (8 °C) po dobu 48 hodin dosSlo k nartistu aktivity
GSNOR 0 67 % ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (Corpas et al., 2007). U rostlin
pepie (Capsicum annuum L.) vystavenych nizké teploté (8 °C) po dobu 24 hodin byl trend
podobny, kdy aktivita GSNOR vzrostla o 32 % (Airaki et al., 2012). Dle studie Barroso
et al. (2006) doslo v nadzemni &asti hrachu setého v p¥itomnosti 50 pmol-1* CdCl;
ke snizeni aktivity GSNOR o0 31 %. Rozdilné vysledky aktivity GSNOR za riznych

podminek abiotického stresu naznacuji, Ze aktivita GSNOR je diferencované regulovana
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v zavislosti na typu stresu (Ziogas et al., 2013). V experimentalni ¢asti diplomové prace
byl stanoven vliv pfitomnosti Cd®* v riistovém médiu na aktivitu GSNOR v kotenové
anadzemni casti rostlin dvou genotypti hrachu setého péstovanych pii rtznych
koncentracich CdClz. V kotfenové ¢asti byly detekovany vyznamné zmény v aktivité
GSNOR pouze u rostlin péstovanych v riistovém médiu s 10 umol-1"t CdCl,, kdy doslo
k téméf dvojnasobnému naristu aktivity GSNOR u P. sativum cv. Kudrnaé, a naopak
k cca 3nasobnému poklesu GSNOR aktivity u P. sativum cv. Twinset. V nadzemni ¢asti
obou genotypt hrachu setého bylo zaznamenano vyznamné zvyseni aktivity GSNOR se

zvysujici se koncentraci CdClz v ristovém médiu.

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou caste¢né redukované nebo excitované formy
atmosférického kysliku. Mezi zastupce ROS fadime superoxidovy radikal
(057), hydroxylovy radikal (OH"), singletovy kyslik (102) nebo peroxid vodiku (H205).
Je dobfe znamo, Ze vysoké koncentrace tézkych kovli mohou zplisobit nadmérnou
produkci ROS vedouci k oxida¢nimu stresu u rostlin (Cho a Seo, 2005). Oxidac¢ni stres
muze vést k peroxidaci lipidi, poskozeni DNA, redoxni nerovnovdze a denaturaci
bunécnych struktur a membran, coz mize v koneéném diisledku vést k aktivaci drah
programované bunétné smrti (Emamverdian et al., 2015). Nadmérna produkce ROS,
zejména H2O2, byla Siroce pozorovana v souvislosti s expozici rostlin t€Zkymi kovy
(Hossain et al., 2015). Dikazem toho je zvySena peroxidace lipida u rostlin. Naptiklad
po vystaveni Solanum nigrum kadmiu doslo k nahromadéni malondialdehydu (MDA),
jednoho z produktli rozkladu polynenasycenych mastnych kyselin biomembran,
coz naznacuje zvySenou oxidaci membranovych lipidti pomoci ROS (Deng et al., 2010).
Bylo prokazano, Ze stres zptusobeny Cd vede ke zvysené produkci MDA u riznych druhti
rostlin, kdy ve vétSin€ pripadt zvyseny obsah H>O» koreloval s vyssi hladinou MDA
(Hossain et al., 2010). Cd ma také schopnost vazat se na thiolové skupiny a tim
inaktivovat enzymy obsahujici thiol, jako napf. glutathionreduktasu nebo
askorbatperoxidasu. Soucasné¢ Cd miize inhibovat enzymy podilejici se na odstraiiovani
H>0, tj. GSH/GR, CAT a APX a muize zvySovat aktivitu SOD vedouci ke vzniku O ale
také H202, coz mize vést k jeho akumulaci (Schiitzendiibel et al., 2001). Romero-Puertas
et al. (2004) studovali G¢inek tézkého kovu Cd na produkci H>Oz a O35~ u listd hrachu
setého po 2tydenni expozici 50 pmol-1t Cd za vyuziti histochemické detekce pomoci
diaminobenzidinu (DAB) a nitrotetrazoliové modti (NBT). Subcelularni lokalizace téchto

reaktivnich forem kysliku byla studovana pomoci cytochemie za vyuziti CeCls
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aMn/DAB barveni Snaslednym pozorovanim elektronovym mikroskopem.
U list hrachu setého v piitomnosti 50 pmol-1t CdCl, doslo ve srovnani s kontrolnimi
rostlinami 6x ke zvySeni obsahu H202, kdy hromadéni H2O2 bylo pozorovano piedevsim
V plazmatické membrané transferovych, mesofylovych a epidermalnich bunck.
Akumulace H>O> byla také histochemicky detekovana v kofenech borovice a hrachu
set¢ho vystavenych pisobeni Cd (Schiitzendiibel et al., 2001; Romero-Puertas et al.,
2003). V diplomové praci bylo vyuzito nékolik fluorescenénich sond a barviv
K histochemické detekci ROS (H2DCF-DA), hROS (APF, HPF) a H:0. (DAB)
Vv hlavnich a postrannich kotenech rostlin dvou genotypu P. sativum cv. Kudrna¢
a P. sativum cv. Twinset péstovanych pii riznych koncentracich CdClz v rastovém
médiu. Z dosazenych vysledktl histochemické detekce ROS za vyuziti fluorescenéni
sondy H>DCF-DA nebyly v hlavnich ani postrannich kotenech P. sativum cv. Kudrnac¢
pozorovany rozdily se zvySujici se koncentraci CdClz v ristovém médiu, naopak
u P. sativum cv. Twinset doslo k poklesu v produkci ROS. Podobné histochemickou
detekci peroxidu vodiku za vyuziti barviva 3,3'- diaminobenzidinu bylo zjisténo, zZe
U hlavnich 1 postrannich kotfeni obou genotypi hrachu setého doslo k postupnému
snizeni v produkci H202. Naopak v piipadé histochemické detekce hROS byla
pozorovana vyznamné zvysena produkce pii nejvyssi koncentraci 50 pmol-1t CdCl, ale

pouze u hlavnich a postrannich kofent P. sativum cv. Kudrnac.

Ziskané vysledky v ramci feSeni diplomové prace, spolecné s jiz publikovanymi daty
nam umoznuji nastinit komplexni pohled na reakce rostliny vystavené ptisobeni zvysené
koncentrace Cd v prostiedi na urovni metabolismus polyamini a ROS s RNS vedouci
K nitro-oxida¢nimu stresu (Obr. 33). PA se podili na sniZzeni oxida¢niho stresu, inhibice
DAO vede ke snizeni produkce H202, soucasné dochazi k intenzivni produkci hROS.
ZvySend produkce NO miiZze ovlivnit S-nitrosylaci aktivitu AMADH (dosud
nepublikované vysledky: Vrbova, 2019) i GSNOR (Begara-Morales et al., 2018) a fadu
enzymu podilejicich se na metabolismu ROS (Noctor et al., 2016).

Bylo by vhodné v ramci feSeni daného projektu se dale zaméfit na stanoveni vlivu Cd
na aktivitu ADC, ODC a na intenzitu produkce GABA. Prokazat, zda dochazi
k S-nitrosylaci AMADH a GSNOR metodou biotin-switch s vyuzitim vhodnych
protilatek a ptipadné s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Stanovit intenzitu oxida¢niho

stresu, napt. stanovenim lipidické peroxidace.
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Intenzity zmén detekovanych parametrti metabolismu PA, ROS a RNS se vyznamné
lisily u studovanych genotypi hrachu. Zmény byly vyznamnéjsi u genotypu P. sativum
cv. Kudrna¢ v porovnani s P. sativum cv. Twinset, u kterého byla prokazana rezistence
vuci padli, fusariovému vadnuti a viru hrachové mozaiky PSbM a mensi inhibi¢ni efekt
Cd na rust rostliny. Vyssi produkce NO a ROS, intenzivnéjsi S-nitrosylace v kotenech
poukazuji na vyznamnéj$i zapojeni nitro-oxida¢niho stresu u genotypu P. sativum cv.

Kudrmac v reakci rostliny na ptfitomnost Cd v rastovém médiu vedouci k vétsi inhibici

9® S-nitrosylace ?
) GSNOR#$
H)— RSNO$(GSNO?) GSSG + NH,
hrROST
Ros{
v H,0,]  Snitgosylage?
AMADH ¢

ADC/ODC ? DAO} oF
PA (Put)t aminoaldehyd

vyvoje rostlin.

Arginin aminokyselina ------ » GABA?

Obr. 33 Vliv zvySené koncentrace Cd?* iontli v ristovém médiu na metabolismus polyamind,
produkci ROS, RNS, iniciaci nitro-oxida¢niho stresu vedouci k inhibici vyvoje rostliny
(pro kofenovy systém P. sativum cv. Kudrnac).
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6 ZAVER

V teoretické Casti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe se zaméfenim na
ulohu reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) v obrannych reakcich
aktivovanych u rostlin vystavenych pusobeni tézkého kovu kadmia. Byla popsana role
ROS a RNS vregulaci rozmanitych biologickych procest prostfednictvim oxidace,
nitrace a S-nitrosylace proteinti. Popsana byla také role polyaminti a enzyma podilejicich
se na jejich metabolismu (diaminooxidasy a aminoaldehyddehydrogenasy) v reakci na

abioticky stres.

Experimentalni prace byla realizovana na modelovém systému dvou genotypt
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset liSicich se rezistenci vi¢i patogentm.
V experimentalni ¢asti diplomové prace byl pro zjisténi miry absorpce Cd rostlinou
zristového média stanoven obsah kadmia v kofenové a nadzemni Casti rostlin
péstovanych V riistovém médiu obsahujici 0, 1, 10 a 50 umol-1"t CdCl.. Dale byl stanoven
vliv pfitomnosti Cd?* v riistovém médiu na fyziologické parametry rostlin. Pro zjisténi
role polyamint a enzymu podilejicich se na jejich metabolismu v reakci na abioticky stres
byl studovan vliv Cd?* na produkci polyamind a aktivitu enzymti (DAO a AMADH)
podilejicich se na jejich degradaci. Vliv Cd?* na produkci ROS a RNS byl stanoven
histochemickou detekci. Vénovana byla také pozornost vlivu Cd?" na zastoupeni
S-nitrosylovanych proteini v kofenové Casti rostlin obou genotypli. V souvislosti
sregulaci bun&né  S-nitrosylace byl stanoven vliv Cd** na aktivitu
S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR), enzymu katabolismu S-nitrosoglutathionu
(GSNO).

Z dosazZenych vysledk experimentalni ¢asti diplomové prace 1ze vyvodit nésledujici dilci
zavery:
1. Obsah Cd byl vyrazné vyssi v kofenové, nez v nadzemni Casti rostlin u obou
genotypitl péstovanych v rlistovém médiu obsahuji 10 a 50 umol-1"t CdCl..
2. Byl stanoven inhibi¢ni efekt zvySené koncentrace Cd v rustovém médiu na
fyziologické parametry rostlin obou genotypti. Vyrazné vétsi inhibicni efekt cd*
na rist a vyvoj byl pozorovan u P.sativum cv. Kudrna¢ (citlivy genotyp)

V porovnani s P. sativum cv. Twinset.
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10.

Vystaveni rostlin riznym koncentracim CdCl, vedlo ke zméndm v produkci
polyaminii (zejména putrescinu) v kofenové a nadzemni ¢asti obou genotypu

hrachu setého.

Zvysujici se koncentrace CdCly v ristovém médiu zpusobila inhibici aktivity
DAO v kotenové ¢asti rostlin obou genotypi hrachu setého. Naopak v nadzemni

¢asti rostlin doslo k aktivaci enzymu.

Stres zpiisobeny pfitomnosti Cd** v riistovém médiu vedl k aktivaci enzymu

AMADH v kofenové i nadzemni ¢asti rostlin obou genotypii hrachu setého.

Pfitomnost CdCl> v ristovém médiu neméla vyznamny vliv na proteinové
zastoupeni AMADH v nadzemni ¢asti rostlin. V kofenové ¢asti byl detekovan
pokles zastoupeni AMADH s vyjimkou mirné zvySeného zastoupeni proteinu
AMADH u rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ péstovanych v rastovém médiu
obsahujici 50 umol-1"t CdCl..

Zvysujici se koncentrace CdClz v ristovém médiu vedla k zvySené produkci NO

v hlavnich i postrannich kotfenech 7dennich rostlin obou genotypt hrachu setého.

Se zvySujici se koncentraci CdClz v ristovém médiu byla detekovana zvySena
intenzita S-nitrosylace proteinii v porovnani s kontrolnimi vzorky u obou
genotypu. Vyznamné intenzivnéj$i S-nitrosylace proteint je patrna u P. sativum

cv. Kudrnaé v porovnani s genotypem P. sativum cv. Twinset.

Vystaveni rostlin riiznym koncentracim CdCl2 vedlo ke zméndm v aktivité
GSNOR. V kofenové ¢asti byly pozorovany odlisné reakce dvou genotypt hrachu
na ptitomnost CdClz v ristovém médiu (nardst aktivity u P. sativum cv. Kudrnac,
naopak pokles aktivity u P. sativum cv. Twinset v piitomnosti 10 pumol-1 CdCly).
V nadzemni ¢asti obou genotypt hrachu bylo zaznamendno vyznamné zvyseni

aktivity GSNOR se zvySujici se koncentraci CdClz v riistovém médiu.

V disledku zvySujici se koncentrace CdCl; v rastovém médiu doslo u hlavnich
i postrannich kofenti obou genotypu hrachu setého k poklesu v produkci H2O3,
anaopak byla pozorovana zvysena produkce hROS V piitomnosti 50 pmol-1*

CdCl; v rastovém meédiu.
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11. Vyrazngjsi efekt ptitomnosti Cd** v riistovém médiu byl pozorovan u citlivého
genotypu P. sativum cv. Kudrna¢ v porovnani s genotypem P. sativum cv.

Twinset.

Dil¢i ziskané vysledky vedly k vytvoteni hypotetického modelu vzajemné provazanosti
zmén v produkci PA, ROS, RNS a regulace enzymovych aktivit S-nitrosylaci.
Pro dokonceni studie je nutné zejména zrealizovat detekci S-nitrosylovanych proteinti se

zaméfenim na AMADH a GSNOR.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA/BIS
ABAL
ADC
AlH
AMADH
AP
APAL
APF
APS
APX
AsA
BSA
BCIP
Cad
CARs
CAT

Cd

CPA
DAB
DAF-FM
DAF-FM DA
DAH
DAO
DHA
DHAR
DMF
DMSO
DTT
DW

FIT

FRO2
FW
GABA
GPX

GR

GSH
GSNO
GSNOR
GSSG
H.DCF-DA
H20:
HPF
HPLC
hROS
IRT1
MDA
MDHAR

akrylamid-N,N'-methylenbisakrylamid
4-aminobutyraldehyd
arginindekarboxylasa
agmatiniminohydrolasa
aminoaldehyddehydrogenasa
alkalicky fosfatasovy pufr
1-amino-3,3-diethoxypropan
aminofenylfluorescein

persiran amonny

askobatperoxidasa

kyselina askorbova

hovézi sérovy albumin
5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat
kadaverin

karotenoidy

katalasa

kadmium
karbamoylputrescinaminohydrolasa
diaminobenzidin

diaminofluorescein
diaminofluorescein diacetat
diaminohexan

diaminooxidasa

dehydroxyaskorbat
dehydroaskorbatreduktasa
dimethylformamid

dimethylsulfoxid

dithiotreitol

hmotnost suchého materialu

gen pro transkrip¢ni faktor indukovany
nedostatkem zeleza

gen pro oxidasu redukujici oxid zelezity
hmotnost Cerstvého materialu

kyselina y-aminomaselna
guajakolperoxidasa
glutathionreduktasa

glutathion

S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
glutathion disulfidu
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
peroxid vodiku
hydroxyfenylfluorescein
vysokoucinna kapalinova chromatografie
vysoce reaktivni formy kysliku
zelezem regulovany transportér
malondialdehyd
monodehydroaskorbatereduktasa
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OONO
OH'
OH3~
PA
PAO

ppb

Put
PVPP
PsAMADH1

PSAMADH?2

PSbMV
ROONO
SAM
SAMDC
SDS
SNO
SOD
Spd
SPDS
Spm
SPMS
TBS
TEMED
TOCs
TTBS
viv

wiv

XO

methylmethanthiosulfonat
atmosféricky dusik

oxid dusny
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nitrotetrazoliova modf
nitrit:NO-reduktasa

oxid dusnaty

N-hydroxyarginin

NO synthasa

nitratreduktasa

atmosféricky kyslik

singletovy kyslik

superoxidovy radikal
ornithindekarboxylasa

peroxynitrit

hydroxylovy radikal
hydroperoxylovy radikal
polyaminy

polyaminooxidasa

jednotka hmotnostni koncentrace
odpovidajici pg-1?

(z angl. parts per billion)

putrescin

poly(vinylpolypyrrolidon)

isoforma aminoaldehyddehydrogenasy
Pisum sativum
isoforma aminoaldehyddehydrogenasy
Pisum sativum

Pea Seed-borne Mosaic Virus
alkylperoxynitrit
S-adenosylmethionin
S-adenosylmethionindekarboxylasa
dodecylsiran sodny

S-nitrosothiol

superoxiddismutasa

spermidin

spermidinsynthasa

spermin

sperminsynthasa

fyziologicky roztok pufrovany Tris
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
tokoferoly

TBS s ptidavkem Tween-20

objem na objem

hmotnost na objem

xantinoxidasa
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