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Abstrakt

Polyaminy (PA), nizkomolekularni alifatické slouceniny obsahujici dvé a vice
aminoskupin, v rostlinach stimuluji déleni bunék, reguluji bunéény cyklus a tcastni se
obranné¢ho mechanismu rostlin pied stresovymi faktory. Mezi zékladni zastupce PA se
fadi putrescin, spermin a spermidin. Biosyntéza PA vychazi z argininu nebo ornithinu.
Hlavnimi enzymy ucastnicimi se katabolismu PA jsou diaminoxidasy (DAO)
a aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH). DAO katalyzuji reakce, kdy dochazi
k oxidaci PA na pfislusné aminoaldehydy, které pak mohou byt dale katabolisovany
na pfisluSné aminokyseliny prostfednictvim AMADH.

Cilem bakalaiské prace bylo stanoveni vlivu salinitniho stresu, zpiisobeného
ptitomnosti NaCl v ristovém médiu, zejména na zmény obsahu PA a aktivity enzymi
DAO a AMADH. Zairoven byla v praci stanovena aktivita guajakolperoxidasy
(GUPOX), enzymu katalyzujiciho rozklad toxického H,O,, a byl také stanoven
celkovy obsah proteinti. Experiment byl proveden na dvou genotypech hrachu setého
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset, které se od sebe 1isi v odolnosti viuci
nékterym rostlinnym patogennim organismuim.

Vliv zvysené koncentrace NaCl v ristovém médiu se projevil u obou genotypil
P. sativum inhibici rustu zvlasté nadzemnich ¢asti. Po aplikaci NaCl byly pozorovany
intenzivnéj$i zmény aktivit enzymit AMADH a DAO zejména v kofenovych ¢astech
P. sativum cv. Kudrna¢. Naopak zmény v aktivit¢ GuPOX pfi zvySené koncentraci
NaCl byly zaznamenany pievazné v nadzemnich castech P. sativum cv. Twinset.
Vyrazngjsi zmény v obsahu PA v odpovédi na salinitni stres byly sledovany hlavné
Vv kotenech P. sativum cv. Twinset.
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Abstract

Polyamines (PAs), low-molecular-weight aliphatic compounds with two or more amino
groups, stimulate plant cell division, regulate cell cycle and participate in a defense
mechanism against plant stress factors. The principal examples of PAs are putrescine,
spermine and spermidine. Biosynthesis of PAs starts from arginine or ornithine. Diamine
oxidases (DAOs) and aminoaldehyde dehydrogenases (AMADHS) are essential enzymes
which take part in catabolism of PAs. DAOs catalyze reactions in which PAs
are oxidated into relevant aminoaldehydes. Aminoaldehydes are then catabolized into
relevant aminoacids with the use of AMADHS.

The aim of this bachelor thesis was to determine the effect of salt stress, induced by
NaCl in growth medium, to changes in the polyamine content and activities of enzymes
DAOs a AMADHSs. Simultaneously, the activity of guaiacol peroxidases (GuPOXs) and
protein content were observed in this thesis. GUPOXs are enzymes which catalyze
decomposition of toxic H,O,. The experiment was performed on two genotypes of pea
P. sativum cv. Kudrma¢ and P. sativum cv. Twinset, which differ from each other
in a resistance to some plant pathogenic organisms.

The effect of increased concentration of NaCl in growth medium could be seen in the
inhibition of plant growth, especially in shoots, at both of the genotypes of P. sativum.
After NaCl aplication, more intensive changes in activities of AMADHs and DAOs
could be observed mostly in roots of P. sativum cv. Kudrna¢. On the contrary, changes
in activities of GUPOXs could be registered mainly in shoots of P. sativum cv. Twinset,
when the concentration of NaCl was increased. As an answer to salt stress, more
significant changes in polyamine content were observed mostly in roots of P. sativum
cv. Twinset.

Keywords salinity, Pisum sativum, polyamines, diamine oxidase,
aminoaldehyde dehydrogenase, guaiacol peroxidase,
reactive oxygen/nitrogen species

Number of pages 63
Number of appendices 0

Language Czech



OBSAH

L UVOD s 9
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ......coooovmriimrinniineiinneisenene 10
2.1 Stresove faktory U TOSTHN ..vviiviiiiiic e 10
2.2 Z2aSOleNT PUAY .vveivviiiiiie ittt 11
2.3 SAHNIINT STIES ...vviiuiieiieeieesie et e s n e re e neennn e 12
2.4 Mechanismy salinitni StreSOVE TeZIStENCE ......uvvvvvrerieiiiiiieeiieeesiee s 13
2.4.1 Tolerance 0SMOtICKENO StIESU........viiiiiiiiiiiie e 13
2.4.2 TONEOVA TEGUIACE ... .ceviiieiiiieieeie ittt 14
2.4.3 PletiVOVA LOLETANCE ... eivvevieiieiiesiie sttt 16
2.4.4 SHrESOVE PIOTCINY ..vvervieeeiireetieiresieesteese st e bt sie et e b b nb e e s e nneene s 16
2.5 POIYAMINY ...t 17
2.5.1 Ochrannd funkce polyamintl..........c.cuevereeiiiiinieiiese e 18
2.5.2 BioSYNtéza POLYAMINTL........ceieeiririeeiiieiisieesie e 19
2.5.3 Enzymy katabolismu polyamintd ..........c.cceovveiiiiiiiiiiniesieesee e 21
2.6 OXIAACIT SITES ...ttt ettt r e nne e 23
2.6.1 Antioxidacni SySt€m roStlin ..........ccooiiiiiiiiii e 24
2.7 OXIA AUSNALY ....ceiieieeiieeiee e 27
2.7.1 Biosyntéza oxidu dusnatého ............cccoviiiiiiieniie e 28
2.7.2 Oxid dusnaty jako signalni molekula............cccooiiiiiiiiiiiiii 29

3 EXPERIMENTALNI CAST.....cooiiiiiiiiriieessiess s 31
3.1 Materidl @ PIISIIOJE ..veviiuiiiiiiiiiiii it 31
3.1.1 RoStlinny materidl........ccoocviiiiiiiiiiiiiicice e 31
3.1.2 ChemMiKALI® .....eeiiiiiieceee e 31
3.1.3 PTStroje @ VYDAVENT ...ocviiiiiiiiiiiicic e 32
A Y 1= (00 Y2 PP UPRTR 32
3.2.1 Pfiprava a zpracovani rostlinného materialu ............ccocevviviiiiiiiiiiciccn 32
3.2.2 Hodnoceni fyziologickych parametrli rostlin ..o 33
3.2.3 Piiprava rostlinnych extraktll..........ccccovviiiiiiiiiiii 33
3.2.4 Stanoveni celkovych proteinll..........ccceoviiiiiiiiiiiesieee e 34
3.2.5 Stanoveni aktivit @NZYMU........ceeriiiiieriiiie e 35
3.2.6 Stanoveni volnych polyamint .........cccooovviiiiiiiiiieeee e 37

3.2.7 Statistick€ zpracoVANT dat ..........covviiiiiiiiiiiiie i 38



4 VYSLEDKY A DISKUZE .....oeovieiiieiiieieiesiesesess s sesses s sse s 39

4.1 Vliv NaCl v rustovém médiu na fyziologické parametry hrachu setého............... 39
4.2 Vliv NaCl v ristovém médiu na obsah proteinti ..........cccceveververieneeieeresieeseeenenns 42
4.3 Vliv NaCl v ristovém médiu na aktivity vybranych enzymu ...........c.cccecvverveennene. 44
4.4 Vliv NaCl v ristovém médiu na obsah polyamint ...........ccceeveeverenencicnnnennnn, 49
5 ZAVER .ottt 57
B LITERATURA . ..ttt e e st e e e nnba e e nnaee e e 59

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ..o e eeeeeee oo e e e anane 63



CILE PRACE

Teoreticka Cast:

Zpracovani aktualni literatury k danému tématu (klicova slova: salinita, Pisum sativum,
aminoaldehyddehydrogenasa, aminoxidasa, polyaminy, reaktivni formy dusiku/
kysliku).

Prakticka cast:

Stanoveni vlivu salinitniho stresu na:

a) fyziologické parametry ristu,

b) aktivity vybranych enzymi (aminoaldehyddehydrogenasa, diaminoxidasa,
peroxidasa),

¢) zménu hladiny polyamind (spermin, spermidin, putrescin, kadaverin),

d) produkci reaktivnich forem kysliku/dusiku (z diivodu opatieni natizeni vlady

souvisejici s ndkazou Covid-19 nebyla tato ¢ast realizovana).



1 UVOD

Na rostliny v pribéhu jejich zivota ptisobi cela fada biotickych i abiotickych stresovych
faktordi. Jednim z téchto faktord je vysoka koncentrace soli v pud¢, ktera zplisobuje
tzv. salinitni stres. O salinitnim stresu se mluvi i v souvislosti s klimatickymi zménami.
Nartast okolnich teplot vede v prvé fadé k dehydrataci a suchu a nasledné dochazi
ke zvySovani koncentrace soli. Salinita se ve vysledku projevi inhibici rustu a vyvoje
rostlin.

Rostliny si vyvinuly razné obranné mechanismy, kterymi se vyporadavaji
se salinitou. Jednim z piimych dusledki salinitniho stresu je tzv. oxidacni stres, ktery je
pro rostlinu velmi nebezpeény. Rostliny si v obrané proti tomuto stresu vyvinuly G¢inny
antioxidacéni systém.

Rostlinné polyaminy (PA) jsou nizkomolekularni latky s alifatickym fetézcem, které
ve své struktufe obsahuji amino a imino skupiny. Ukazalo se, Ze PA hraji roli
pii ochrané rostlin proti pasobeni stresovych faktord pripadné pii adaptaci rostlin
na nepiiznivé podminky. Akumulace PA je jednou z reakci na salinitni stres. ZvySena
koncentrace PA miize ovlivnit napf. syntézu proteinii nebo celistvost membran. Mezi
enzymy ucastnici se katabolismu PA patfi zejména aminoxidasy (AO) a aminoaldehyd-
dehydrogenasy (AMADH). AO oxiduji PA na pfislusné aminoaldehydy, amoniak
a peroxid vodiku. AMADH oxiduji aminoaldehydy, vzniklé z PA, na odpovidajici
aminokyseliny.

V souvislosti s PA se zkouma uloha oxidu dusnatého za fyziologickych podminek
azejména po vystaveni rostlin ptisobeni stresovych faktorti. Piestoze je NO vysoce
reaktivni molekula a pro buniku mtze mit jeho zvySena koncentrace toxicky efekt, byla
potvrzena jeho klicova role v bunécné signalizaci. Predpoklada se, ze NO se tcastni
signalizace mnoha d¢&ja, jako jsou napi. inhibice nebo aktivace enzymt, ovlivnéni
transkripénich faktord s naslednym dopadem na expresi pfisluSnych genli, uzavirani

priduchd, stimulace kliceni a obranné reakce rostlin v reakci na stresové faktory.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Stresové faktory u rostlin
Rostliny jsou béhem svého zivota ovlivnény fadou biotickych a abiotickych stresovych
faktori. Mezi biotické stresy se fadi interakce rostlin s jinymi zivymi organismy,
napf. viry, bakteriemi, houbami ¢i konkurujicimi rostlinami. Mezi abiotické stresy patii
vliv svétla, pfitomnost tézkych kovi, nedostatek vody, vysoka koncentrace soli —
salinita, vysoka teplota, chlad a zneCisténé ovzdusi (Obr. 1). Jednou ze zékladnich
odpovédi na pulsobeni téchto stresovych Ciniteli byva zpravidla zvySend produkce
reaktivnich forem kysliku (ROS) ¢i dusiku (RNS), tzv. oxida¢ni/nitrosacni stres.
Vystaveni rostlin stresovym faktorim se projevuje na jejich vnéjsi stavbé, vnitini
struktuie 1 prub&hu metabolickych drah (Suzuki et al., 2014).

Na rozdil od kontrolovanych a regulovatelnych podminek, pii kterych se rostliny
péstuji ve fytotronech a sklenicich, jsou rostliny v pfirodé neustale vystaveny ménicimu

se vngjSimu prostiedi. Za téchto okolnosti na n& obvykle plsobi kombinace

Abiotické stresy Biotické stresy
,{;&V O patogeny
- . e .
LI
LN
teplo chlad
sucho sof
kovy
zaplavy
konzumenti
primarni metabolity fytohormony

Obr. 1 Prehled biotickych a abiotickych rostlinnych stresovych faktori (pfevzato
a upraveno dle OrbitBiotech: https://orbitbiotech.com/temperature-stress-plants-high-tempera-
ture-stress/ (11.11.2019)).
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dvou a vice stresovych faktord, které zvySuji negativni G€inek napt. na péstovani
plodin, coz se muze projevit nedostatkem trody.

V posledni dobé navic dosavadni modely piedpovidajici vyvoj podnebi pozoruji
vyznamny nartist okolnich teplot, kviili cemuz se Vv blizké budoucnosti predpokladaji
zvySené frekvence a amplitudy vyskytu teplotnich strest. Proto vzrlsta potieba
vySlechtit plodiny, které by byly schopné snaset tyto stresové podminky (Suzuki et al.,
2014).

Vedle jiz zminénych klimatickych zmén rostliny v pfirozenych podminkach celi téz
infekcim zpisobenym patogennimi organismy, jako jsou bakterie, houby, viry a hlistice.
Abiotické stresové faktory tedy mohou mit piimy dopad na faktory biotické,
napt. snadnéj§i rozsifeni patogeni pfiizvySenych teplotich. Mimoto se ukazalo,
Ze mnoho abiotickych strest oslabuje schopnost rostliny branit se patogenim a rostliny
nasledné snadnéji podléhaji infekcim (Suzuki et al., 2014).

U sucha a salinitniho stresu je uzite¢né rozliSovat primarni a sekundarni stresové
signdly zplsobené nedostatkem vody nebo ptiliSnym nadbytkem soli. Zatimco nékteré
bunééné odpovédi vyplyvaji z primarnich signald, jiné vznikaji pfimo ze signall
sekundarnich. Primarnim signalem je osmoticky stres. Sekundarni signaly jsou vice
komplexni a ftadi se mezi né napf. oxidacni/nitrosacni stres. Jednim z dopadi
sekundarni odpovédi mulZe byt napf. nefunkcnost fady metabolickych procest.
Dtlezitou odezvou na sucho a salinitu je obecné také nashromazd’ovani fytohormonu
kyseliny abscisové (ABA). ABA piisobi jako antagonista vuc¢i rastovym hormoniim
(auxiny, cytokininy, gibereliny), indukuje zavirani pruducht, reguluje zrani semen

a navozuje senescenci listu (Zhu, 2016).

2.2 Zasoleni pudy

Zasoleni pidy a vod je pfirozené¢ zplsobovano horninami a mineraly, které jsou
vystaveny geochemickym procesiim a to zejména zvétravanim. V pribéhu geologickych
zmén byly minerdly v kontaktu s vodou, kyslikem a oxidem uhli¢itym. Tyto vlivy
umoznily vznik sekundarnich mineralt a soli, které byly z ¢4sti transportovany vodou
do ocedni a z Casti usazeny v pudé. Pti zaplavovani rozsahlych pevninovych oblasti
motskou vodou dochazelo k ukladani mineralli, v disledku ¢ehoz vznikly sedimenty,
které se staly hlavnim zdrojem soli v pidé. Salinita pidy na pobfezi je ovlivnéna

pfevazné pronikanim moiské vody do sladkovodnich zdroji. Také Vv nadzemnich
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vodach, nachazejicich se dale od mote, mohou byt soli detekovany v relativné vysokych
koncentracich, jelikoz vodstvo je ovliviilovano okolnimi geochemickymi podminkami.
Na uzemich, kde voda Spatné odté¢ka, ¢imz dochézi k tvorbé mélkych vodnich ploch,
se opét vyskytuje zvySena salinita (Maas a Grattan, 1999).

Zastoupeni soli v pid¢ je znacné variabilni a jejich pfitomnost miize snizovat aktivitu
zivnych ionth potiebnych pro spravny rist rostlin. Anionty, které se podili na ptdni
salinité, jsou nejcastéji CI', S0,%, HCO; a &astedné i NOs. Mezi kationty ptispivajici
k salinité pady fadime zejména Na*, Ca®*, Mg* a K*. Soli t&chto iontéi se v puds
vyskytuji ve vysoce proménlivych koncentracich a pomérech. Soli mohou byt ptivodni,
nachdzejici se v pid¢ pfirozené, nebo mohou byt pfijaty z vnéjSich zdroju, které
mnohem vice ptispivaji k celkové koncentraci v pudé (Bernstein, 1975).

Z vné¢jsich zdroji ma na zvySenou salinitu pidy zasadni vliv zavlaZovani spolu
s odvodiiovanim. Zavlazovaci voda zpravidla obsahuje ionty Ca®*, Mg®* a Na*. Jakmile
se voda z pidy zagne odpafovat, Ca** a Mg”" ionty se vysrazi v podobé& uhligitan.
Naproti tomu Na* ionty zlistavaji v piidé. Nasledna zvysena koncentrace Na* iontii vede
k prudkému zvysSeni poméra Na*/Ca®* a Na'/K* a dale k tvorb& vnéjsiho osmotického
potencialu. Ve vysledku miize byt naruSena celkova struktura piidy a dochézi ke sniZeni
miry provzdusnéni, a proto mohou rostliny v navaznosti na salinitni stres trpét hypoxii
(Carillo et al., 2011). Vyznamnou roli v navySovani koncentrace soli v ptidé ma také
sezoénni pouzivani posypovych soli, které se aplikuji na cesty a chodniky za ucelem
roztati ledu a snéhu. Pouzivani dalSich riznych rozpustnych materialti v okoli pady,

muze rovnéz podpofit nardst salinity (Amacher et al., 2000).

2.3 Salinitni stres

Salinita je jednim =z limitujicich faktort, které maji vliv na rostlinnou produkci.
Rostlinné organy reaguji na pudni salinitu dvéma zpisoby - Kofeny maji snizenou
schopnost pfijimat vodu a vysoka akumulace soli plisobi toxicky, coz v disledku vede
K inhibici ristu nadzemni ¢asti. Pisobeni salinity na kofeny ma okamzity ucinek, kdezto
toxicita se u rostliny muze projevit az ¢asem V zavislosti na intenzité kumulace soli.
Ve vysledku rostlina strada nedostatkem vody, coz se da pripodobnit dehydrataci
zpusobené suchem (Munns a Tester, 2008). Zvysena koncentrace soli v prostiedi
zpusobuje rostliné hyperosmoticky stres, ktery se projevi snizenim vodniho potencidlu,

inhibici ristu a pfi dlouhodobém vystaveni dochdzi k odumirdni c¢asti rostlin.
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Pii salinitnim stresu je naruSena struktura bunéénych membran. Na* kationty pronikaji
do cytoplazmy, kde narusuji homeostazi a ovliviiuji aktivitu fady enzymu. Dal$im
disledkem je porucha fotosyntetického aparatu vedouci k tvorbé reaktivnich forem
kysliku (ROS), které zpiisobuji oxidac¢ni stres. ROS negativné plisobi na membranové
komponenty, zejména na lipidy a proteiny (Motkova et al., 2014). Salinita dale
vyvolavd zmény v transpiraci, regulaci teploty rostliny a celkovém obsahu vody
v rostliné. U bobovitych rostlin ovlivitluje vysoka koncentrace soli fixaci dusiku
kofenovym systémem za pritomnosti symbiotickych hlizkovych bakterii (Najafi et al.,
2007). Pii dlouhodobém vystaveni salinitnimu stresu se rostliny musi vypotadat nejen
s vodnim stresem, ale i osmotickym a iontovym stresem, Ktery zptsobuje také diivé;si
senescenci (Najafi et al., 2006).

S vyjimkou halofyti, rostlin schopnych piezit ptitomnost soli o koncentracich
300-400 mmol'l™, rostliny nedokazou b&zn& fungovat jiz p¥i koncentracich NaCl okolo
100-200 mmoll™. Mechanismus genetické kontroly, diky kterému se rostliny
vypotadavaji se salinitou, nebyl doposud zcela vysvétlen a prozkouman. Rostlina se
brani riznymi zplisoby proti salinitnimu stresu v zavislosti na intenzit€ a dobé pisobeni.
Pfi pozvolném vystavovani vysokym koncentracim soli se rostlina mize na situaci
adaptovat, na rozdil od nahlého salinitniho Soku. Rozsah citlivosti ¢i tolerance

na salinitu se u daného druhu mize ménit v pribéhu ontogeneze (Carillo et al., 2011).

2.4 Mechanismy salinitni stresové rezistence
Mechanismy salinitni tolerance se u rostlin rozdéluji na toleranci k osmotickému stresu,

iontovou regulaci, pletivovou toleranci a biosyntézu stresovych proteini (Duché et al.,
2002; Carillo et al., 2011).

2.4.1 Tolerance osmotického stresu

Osmoticka tolerance spo¢iva ve schopnosti rostliny vyporadat se se suchem, které
doprovazi salinitu. Na ochranu pied osmotickym stresem ma pozitivni vliv stomatalni
vodivost, kterd se v souvislosti S vyssim osmotickym stresem zvySuje, ¢imz dochazi
k vyssi asimilaci CO,. Jakmile koncentrace soli piekroci danou hranici toxicity, staré

listy odumiraji a nové se prestavaji tvofit. Nicmén¢ rostliny, které maji vyssi toleranci
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na osmoticky stres, dokazou do jist¢ miry pokracovat v produkci novych listi

za soucasného zvySeni stomatalni vodivosti (Carillo et al., 2011).

2.4.2 Tontova regulace

Homeostaza vnitrobunécné koncentrace ionti je zakladni fyziologickou podminkou
pro zivot rostlinnych bunék. Spravné proudéni iontl je dilezitym regulacnim prvkem
vedoucim ke snizeni hladiny toxickych ionti a naopak slouzicim k akumulaci
esencialnich iontli. Rostliny vyuZzivaji primarné¢ aktivni transport zprostiedkovany
H*-ATPasami a sekundarné transportni kanalky. Naruseni iontové homeostizy vede
ke zmén¢ aktivity cytosolovych enzymu, naruseni membranového potencidlu
a osmotického potencialu (Zhu, 2003).

V mnoha piipadech, kdy je rostlina vystavena vysoké koncentraci soli, dosahnou
Na" ionty dfive toxické koncentrace nez ionty C1. Dal$im z ochrannych mechanismi je
schopnost rostliny sniZit iontovy stres minimalizovdnim obsahu Na® iontf, které jsou
Vv buiice nashromazdény. Zna¢nou ulohu zde hraji iontové kanaly, diky nimz mize byt
regulace a transport Na’ iontdl realizovana. Regulaéni funkci zde zastava i fada
membranovych proteind a receptoru (Carillo et al., 2011).

Rostlinné buiiky, na rozdil od Zivo¢isnych, nemaji Na'/ K*-ATPasy, a proto jsou
zavislé na H'-ATPasach, které vytvateji protonovou hnaci silu dilezitou pro transport
iontll i metabolitl, a na jinych Na® a K’ prenasSecich. Rostliny k ochrané buiiky
vyuzivaji také kompartmentalizaci iontli do vakuoly. Vakuola slouzi bunice jako
skladovaci zasobarna, ktera je schopna nashromazdit i1 vydat ionty a rizné metabolity
podle potieby. V rostling se ionty mohou pohybovat také cévnimi svazky, ¢imz dochazi
k omezeni akumulace toxickych iontii v jednotlivych ¢astech rostliny (Baetz et al.,
2016).

Ptredchlidci rostlin se vyvinuli v ocednech, a proto byli adaptovani na Zivot
ve vysokych koncentracich soli. Jakmile se zacali premistovat na pevniny, postupné
ztracely schopnost vyrovnavat se s vysokymi koncentracemi Na'. Nicméné se
prokazalo, ze rostliny do jist¢é miry stdle maji moznost pfizplisobit se nadmérnym
koncentracim soli, coZ se povazuje za pozstatek Zivota ve slanych oceanech. Ukazalo
se, ze pii zvySené salinit¢ dochazi v rostlinaich ke zvySeni koncentrace Ca®" iontd
v cytosolu. Uloha Ca** spociva ve Stabilizaci membréan, v jeho vyuziti jako druhého
posla v signalnich drahach a v regulaci iontového transportu v rostlinnych bunkach.
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Akumulované Ca** ionty nasledn& podpoii aktivitu Ca®*-dependentnich proteinovych
kinas, které hraji vyznamnou roli pifi reakcich dulezitych pro vznik tolerance vici
salinité (Bressan a Pardo, 1998).

Na tonoplastu (membrané ohraniujici vakuolu) se vyskytuje velké mnozZstvi
iontovych transportéri, které reguluji iontovou homeostézi (Obr. 2). Vnitini pH vakuoly
je 5,5, kdezto pH cytosolu je 7,4. Rozdil pH je zprostiedkovavian H'-ATPasami

a souvisi s rozvojem riznych membranovych potenciali.

Cytosol

e HAK Vakuola

<
p
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Obr. 2 Pohyb Na" a K’ ionti proudénim a pomoci transportéril z cytosolu do vakuoly
(a naopak) skrze tonoplast. Transport iontll z cytosolu do tonoplastu je zprostiedkovan pomoci
K*/Na" symportii piipadné Na* uniportii (HKT); K*/H" symportti (HAK); vnitinich korigujicich
K" kanalki (IRK); vné&jsich korigujicich K" kanalkii (ORK); kanalkii necitlivych na napéti
(VIC); neselektivnich kanalkii (NSC); ptenase¢ti dvojmocnych kationtéi nebo Na® (LCT1)
aNa'/H" antiportd (SOSI). Transport iontll ztonoplastu do vakuoly je umoZnén pomoci
vakuolovych kanalki: pomalu aktivovanych (SV), draselnych (VK) a rychle aktivovanych
(FV); myoinositol/Na* symportii (ITR); Na'/H" antiporti (NHX) a K'/H* symportt (HAK)
(ptevzato a upraveno dle Serrano a Rodriguez-Navarro, 2001).
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Bunééna detoxifikace Na* iontl z tonoplastu do vakuoly probihd s vyuzitim Na*/H*
antiportd  (NHX), K'/H® symportdt (HAK), myoinositol/Na® symportii (ITR)
a vakuolovych kanalkti: pomalu aktivovanych (SV), draselnych (VK) a rychle
aktivovanych (FV). Do tonoplastu se ionty z cytosolu transportuji pies K'/Na" symporty
pripadné Na™ uniporty (HKT), HAK, vnittnimi korigujicimi K" kanalky (IRK), vn&jsimi
korigujicimi K" kanalky (ORK), kanéalky necitlivymi na napéti (VIC), neselektivnimi
kanalky (NSC), pfenasedi dvojmocnych kationtii nebo Na* (LCT1) a Na'/H" antiporty
(SOS1) (Serrano a Rodriguez-Navarro, 2001).

2.4.3 Pletivova tolerance

Ttetim mechanismem salinitni stresové rezistence je pletivova tolerance, ktera zahrnuje
prodlouzeni zivotnosti starych listl. Mechanismus spociva v kompartmentalizaci
sodnych a chloridovych iontli mimo cytoplazmu a naopak v syntéze kompatibilnich
rozpusténych latek. Tyto latky jsou obvykle hydrofilni a mohou nahradit vodu
navazanou na proteinech ¢i na membranach. Skladaji se zmalych molekul,
napt. aminokyselin, aminli, organickych kyselin a cukri. RozpusSténé latky také

umoziuji ochranu bunééné struktury pred ROS (Carillo et al., 2011).

2.4.4 Stresové proteiny

KdyzZ je buiika vystavena narocnym stresovym podminkdm, obvykle pozastavi vétSinu
metabolickych drah a zafne aktivovat adaptivni mechanismus. Bunka vstoupi
do fyziologického stavu, kdy zaéina velmi pozvolna syntetizovat proteiny, které se
vyznamné odliSuji od proteinti pfitomnych v buiice za normalniho stavu. Nové proteiny
se nasledné¢ mohou detekovat pomoci hmotnostni spektrometrie. Pfi salinitnim stresu
se detekované proteiny identifikuji jako salt shock proteiny (Ssp). Ssp maji velice
rychlou, ale ptfechodnou expresi (Duché et al., 2002).

V ptirod¢ byvaji rostliny zpravidla vystaveny riznym kombinacim stresovych
faktorti a nikoli pouze jednomu Cciniteli. Pokud je rostlina vystavena pouze salinitnimu
stresu, muze se jeji obranny mechanismus projevit odlisné od mechanismu, kterym by
reagovala v pfipadé¢ kombinaci vice stresovych podminek. Byla provedena studie
narajcatech, které vykazovaly vysSi stupenn tolerance vii¢i kombinaci salinitniho

a teplotniho stresu nez pouze pii salinitnim stresu. V pokusu byly pozorovany zmény
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natrovni transkripce. Ukdzalo se, ze transkripéni profilovani bylo zménéno
pii pisobeni dvojitého stresu, ne vSak pii pusobeni pouze jednoho stresového faktoru.
Vysledky napovidaji, ze reakce rostlin jsou regulovany (pozitivné nebo negativn¢)

pfes vzajemné interakce mezi riznymi signalnimi drahami (Shaar-Moshe et al., 2017).

2.5 Polyaminy

Polyaminy (PA) jsou neproteinové latky s nizkou molekulovou hmotnosti, které maji
alifaticky fetézec a obsahuji uhlovodikové slou¢eniny s amino a imino skupinami.
Ugastni se $irokého spektra biochemickych procesti — bunééného déleni, ristu a vyvoje
bunck, senescence a odezvy napusobeni abiotickych strest. Kvuli svému
polykationtovému slozeni ovliviiuji svym kladnym nabojem za fyziologického pH
syntézu proteinli, membrdnovou integritu a interakci DNA s proteiny. Zmény
v hladinach volnych PA mohou nastat v odpovédi na pfitomnost atmosférickych
polutanti nebo v reakci na stresy teplotni, acidobazické, osmotické, vodni ¢i iontové
(Chattopadhayay et al., 2002).

Predpoklada se, Ze rostliny maji ¢ast déjit biochemické syntézy polyaminii zdédénou
po sinicovych prekurzorech pro chloroplasty. PA se povazuji za esencialni pro zivot
rostlin. Hlavnimi zastupci jsou diaminy putrescin (Put) a kadaverin (Cad), triaminy
spermidin (Spd) a spermin (Spm) a tetraamin thermospermin (Obr. 3). Vnitrobunééné
hladiny PA jsou regulovany anabolickymi i katabolickymi procesy (Alcazar et al.,
2010).
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Obr. 3 Strukturni vzorce zakladnich polyamini odvozenych od putrescinu (modie) (pievzato
a upraveno dle Bitrian et al., 2012).

2.5.1 Ochranna funkce polyamini

Bylo dokézano, Ze Vv rostliné dochazi k akumulaci polyamint pii vystaveni abiotickym
stresiim, jakymi jsou salinita, sucho, teplotni zmény, hypoxie, 0zon, UV-zafeni, toxicita
tézkymi kovy a mechanické poSkozeni. V experimentech, kde byly aplikovany
do rostliny exogenni polyaminy, se ukazalo, Ze rostlina aktivuje biosyntézu PA.
Vysledky poukazuji na roli téchto sloucenin pii adaptaci piipadné obrané proti riznym
stresim (Alcazar et al., 2010).

Hromadéni PA mize byt dusledkem syntézy de novo nebo snizené degradace.
Schopnost rostliny tvofit a shromazd’ovat PA souvisi s jeji senzitivitou nebo naopak
toleranci vuci stresovym ¢inidlim. Bylo dokazano, ze kultivar ryze, ktery mél toleranci
vuci salinité (salt-tolerant), akumuloval vysoké koncentrace Spd a Spm. Na druhou
stranu kultivar ryze s nizkou toleranci vici salinité (salt-sensitive) akumuloval pouze
Put nikoli v§ak Spd a Spm (Liu et al., 2007).

Jednotlivé polyaminy se patrné 1iSi ve svych ochrannych funkcich a néslednych
projevech v odpovédi na stres. Polyaminy Spd a Spm pravdépodobné pomahaji zmirnit
poSkozeni zplUsobené salinitou, kdezto Put mé& vétSi Ulohu pifi  zeslabeni
soli-indukovaného oxidacniho stresu a zmirnéni bunééného poskozeni zplsobeného

NaCl (Liu et al., 2007).
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Uloha PA pii vyporadavani se se stresovymi podminkami byla potvrzena, kdyZ se
uméle snizila hladina endogennich PA v rostliné. Dusledkem bylo zvyseni citlivosti
proti stresim vedouci k potlaceni ristu. Poklesu endogenni koncentrace PA bylo
docileno pouzitim inhibitorti syntézy PA a pouzitim mutantu s poruchou syntézy PA.
Prace s inhibitory byla do jisté miry omezena kvuli jejich stabilité a specifité (Liu et al.,
2007).

Ochranna funkce PA byla prokazana pfi jejich exogenni aplikaci do rostlin, které
byly vystaveny riiznym koncentracim NaCl (0, 50, 100 a 150 mmoll™). PA pouzité
v tomto experimentu (Put, Spd, Spm) byly aplikovany v riznych koncentracich (0, 50,
100 a 150 mgl™). Studie byla zaméfena na porovnani vysky rostlin, hmotnosti
Cerstvych a suchych listli, kofenii a nadzemnich c¢éasti a aktivit enzyml katalasy
a peroxidasy. Pouzité PA zmirfiovaly negativni efekt NaCl na rostliny. Nejvyznamnéjsi
byla aplikace 150 mgl™ Spd pii nizké koncentraci NaCl, kterd méla pozitivni efekt
na vSechny studované parametry (Chokami et al., 2019).

Salinitnimu stresu byly také vystaveny transgenni rostliny s exprimujicimi geny
zvySujicimi obsah PA (Put, Spd a Spm) v nestresovanych rostlinach, kdy nejhojnéji
zvysovaly hladinu Spd. Poté, co byly transgenni rostliny vystaveny salinitnimu stresu
(Cnact = 200 mmol1™), doslo k vyznamnému zvyseni transkripce sledovanych geni
a nasledné 1 hladiny PA. Dalsi vysledky experimentu naznacuji, Ze zvySeni endogennich
PA v transgennich rostlindich vyvoldva toleranci rostlin via¢i salinitnimu stresu
na zaklad¢é sledovani poskozeni rostliny na urovni bun€k. Ve studii se také zaméfili
na tvorbu ROS v transgennich rostlinaich vystavenym salinitnimu stresu. Pozorovali
sniZzeni intra- 1 extracelularnich hladin superoxidového aniontu ve stresovanych
transgennich rostlinach oproti stresovanym kontrolnim rostlinam (divoky typ). Tyto
vysledky naznacuji, ze endogenni PA maji vyznamny vliv také na reakci rostlin

na sekundarni signaly salinitniho stresu, tedy ROS (Seo et al., 2019).

2.5.2 Biosyntéza polyaminit
PA vznikaji z aminokyselin jejich dekarboxylaci. Hlavni ¢ast uhlikové kostry PA ma
zéklad v aminokyselinach ornitinu, argininu a lysinu. K tvorbé Spd a Spm navic
ptispiva methionin se svou aminopropylovou ¢asti (Bagni a Tassoni, 2001).

Put je pfirozené syntetizovan dvéma hlavnimi drahami — pfimo z ornitinu za Gcasti

ornitindekarboxylasy (ODC, EC 4.1.1.17) nebo nepiimo z argininu pomoci
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arginindekarboxylasy (ADC, EC 4.1.1.19) (Obr. 4). V této druhé reakci vznikaji dva
dilezité meziprodukty agmatin a N-karbamoylputrescin korespondujici se dvéma
enzymy agmatiniminohydrolasy (AIH, EC 3.5.3.12) a N-karbamoylputrescinamido-
hydrolasy (NCPAH, EC 3.5.1.53) (Liu et al., 2007).
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Obr. 4 Biosyntetické drahy putrescinu v rostlinach s vyuzitim enzymu: arginindekarboxylasa
(ADC), arginasa (ARG), agmatininiminohydrolasa (AlIH), N-karbamoylputrescinamido-
hydrolasa (NCPAH), citrulin-dekarboxylasa (CDC), ornitintranskarbamoylasa (OTC)
a ornitindekarboxylasa (ODC) (pfevzato a upraveno dle Bagni a Tassoni, 2001).



Enzym ODC je lokalizovan v cytosolu, ale nachazi se také v jadie (Smith, 1985).
Reakce, kdy ODC pieménuje ornitin, je zavisla na kysliku a produktem je 4-amino-
butanamid. Aktivita ODC je zji§tovana v souvislosti s uvolnénim CO,, ktery vznika
jako vedlejsi produkt reakce, a tvorbou Put. V ivahu by se méla vzit také aktivita
ornitintranskarbamoylasy (OTC, EC 2.1.3.3) — enzymu vysoce ucinného ve vyssich
rostlinach. OTC pfeménuje ornitin zpét na arginin v ramci ornitinového cyklu (Bagni
a Tassoni, 2001).

ADC je lokalizovan pouze v cytosolu. Pro spravné urceni aktivity ADC je nutné
zvazit aktivitu arginasy (EC 3.5.3.1), ktera katalyzuje pfeménu argininu na ornitin, ¢imz
znacné ovliviiuje ADC (Bagni a Tassoni, 2001).

Cad je tvofen z lysinu za tcasti enzymu lysindekarboxylasy (LDC, EC 4.1.1.18).
LDC byla detekovana v listech mnoha rostlin (Smith, 1985). N¢které rostliny si ov§em
tvoii Cad zprekurzoru homoargininu pifes meziprodukt homoagmatin. Cad je
Vv ur¢itych rostlinach bran jako hlavni prekurzor pro syntézu alkaloid (Bagni a Tassoni,
2001).

Z Put jako prekurzoru se dale tvoii Spd a Spm. Vznik Spd je umoznén pomoci
putrescin-aminopropyltransferasy (PAPT, EC 2.5.1.16), ktera katalyzuje kondenzaci Put
s dekarboxylovanym S-adenosylmethioninem (dcSAM). Spm vznika dal$i kondenzaci
Spd s dcSAM, kdy reakce je katalyzovana spermidinaminopropyltransferasou (SAPT,
EC 2.5.1.22) (Bagni a Tassoni, 2001).

2.5.3 Enzymy katabolismu polyamini

Aminoxidasy (AO) jsou enzymy, které katalyzuji oxida¢ni deaminaci biogennich
polyaminti. Rozd€luji se na aminoxidasy obsahujici méd (CuAO; EC 1.4.3.6)
a polyaminoxidasy (PAO) obsahujici flavin. CuAO jsou homodiméry, ve kterych je
soucasti kazdé podjednotky méd’ a 2,4,5-trihydroxyfenylalanin chinon (TPQ), ktery
slouzi jako kofaktor. CuAO oxiduji diaminy putrescin a kadaverin, proto se jim také
fikda diaminoxidasy (DAO). Produkty této oxidace jsou prislusné aminoaldehydy,
amoniak a H,0,. PAO katalyzuji oxidaci sperminu, spermidinu a jejich acetylovanych
derivata. AO se vyskytuji pfevazné v pletivech, které jsou v prub&hu vyvoje rostliny
podrobeny intenzivni lignifikaci a zpevinovani stén (Cona et al., 2006). Uvadi se, ze

H,O,, vznikajici jako produkt reakci katalyzovanych AO, muze vystupovat jako
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substrat pfi enzymovych reakcich katalyzovanych peroxidasami, piipadné¢ v roli
druhého posla v signalizaci otevirani pruduchd a programovani bunééné smrti (Angelini
etal., 2010).

Aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH; EC 1.2.1.19) je NAD"-dependentni enzym
ucastnici se metabolismu biogennich polyamini. AMADH oxiduje aminoaldehydy
vzniklé pti katabolismu PA enzymy aminoxidasami. Produkty této oxidace jsou
prislusné aminokyseliny. V pfirozenych podminkach se enzym vyskytuje jako tetrametr
a nachazi se v cévnim kambiu a pericyklu (Brauner et al., 2003). AMADH vykazuji
Sirokou substratovou specifitu, ukazalo se vsak, ze prevazné oxiduji C3 — C6 amino-
aldehydy a n¢kolik jejich substitu¢nich derivatt. Na druhou stranu enzym jako substrat
nevyuziva sukcinatsemialdehyd, propionaldenyd ani glutaraldehyd. Izolované
a purifikované AMADH vykazuji stabilitu v rozmezi pH 6,0 — 9,5 a optimalni hodnota
je pH 8,5 (Sebela et al., 2000). Vyznamné rozdily v aktivit¢ AMADH byly pozorovany
v sazenicich hrachu vystavenych riznym svételnym podminkam, kdy etiolované
(péstované bez pritomnosti svétla) sazenice vykazovaly vyssi aktivitu enzymu nez
sazenice pestované pii 12-ti hodinové fotoperiodé. Nartst aktivity AMADH byl
pozorovan také pii studiu mechanicky poskozenych sazenic (Petiivalsky et al., 2007).

Pisobenim CuAO na diaminy vznikne 4-aminobutanal, ktery mize byt dale
metabolizovin AMADH na y-aminomaselnou kyselinu (GABA). GABA, kterd miiZe
byt produkovéna také v cytosolu glutamatdekarboxylasou (EC 4.1.1.15), je dulezity
rostlinny metabolit ovliviiujici regulaci cytosolového pH, podilejici se na ochrané proti
oxida¢nimu stresu a bunécné signalizaci (Angelini et al., 2010).

V rostlinach vystavenych salinitnimu stresu se ukazala spojitost mezi degradaci
polyaminii a akumulaci GABA. Bylo dokdzano, ze rostliny lépe snasi plsobeni
stresovych faktorli po exogenni aplikaci GABA pfi jejich péstovani. Ukazalo se, ze
Vv rostlinach vystavenych salinitnimu a osmotickému stresu se po pifidavku GABA
vyrazn¢ zlepSily fyziologické parametry a procento klicivosti oproti kontrolnim
rostlinam (Sheteiwy et al., 2019). V rostlinach, které byly vystaveny vysoké koncentraci
NaCl (100 mmol'l™?) a zaroveti jim byla exogenné aplikovana GABA pii p&stovani, byl
pozorovan znaény pokles obsahu superoxidového aniontu, H,O, a malondialdehydu
(MDA) nez v rostlinach, které byly péstovany pii stejnych stresovych podminkach
avSak bez pfidavku GABA. Vysledky poukazuji na pozitivni vliv GABA pfi rostlinné

obran¢ proti oxida¢nimu poskozeni (Cheng et al., 2018).
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2.6 Oxidacni stres

Jednou z pifimych reakci rostlin na vné&jsi abiotické ¢i biotické stresové Cinitele je
oxidacni stres. Oxidacni stres je zpisoben vystavenim rostliny plisobeni reaktivnich
forem kysliku (ROS — reactive oxygen species), kam se fadi superoxidovy anion O;",
peroxid vodiku H,O; a hydroxylovy radikal OH'. Akumulace velkého mnozstvi ROS
v rostlinnych bunkach mé za nésledek poskozeni prevazné membranovych lipidu,
proteint a nukleovych kyselin (Mittler, 2002).

Aktivované formy kysliku jsou velice reaktivni, a proto si rostliny vyvinuly G¢inny
ochranny antioxidacni mechanismus. Absence tohoto ochranného systému,
ptipadné jeho nedostate¢na funkénost, vede k vyznamnému poskozeni bunky a ztraté
jeji funkénosti (Hernandez et al., 1995).

Na druhou stranu se ROS v rostliné vyskytuji i v pfirozeném stavu, kdy vznikaji
béhem aerobnich metabolickych procest, jako je napt. fotosyntéza a bunécné dychani.
Za fyziologickych podminek se ROS tvoii V chloroplastech, mitochondriich
a peroxisomech (Obr. 5). Rostlina aktivné produkuje tyto slouceniny a vyuziva je jako
signalni molekuly, které maji dualezitou roli pii kontrole procest, jakymi jsou
programovana bunéfna smrt, odpovéd’ na stresové faktory, obrana proti patogeniim
a systémova signalizace (Mittler, 2002).

Vyskyt ROS souvisi i Se senescenci, coz je programovana degradace rostlinnych
bunék a organt. Iniciatory mohou byt vnéjsi faktory (svétlo, teplota, infekce, nedostatek
vody) nebo vnitini faktory (stafi a fytohormony). Rostliny mohou v reakci na tyto
faktory generovat ROS, které mohou byt spoustééi fyziologickych a metabolickych
zmén. ROS jsou schopny zplsobovat neenzymovou lipidovou peroxidaci, kterd dale
piispiva k uskutecnéni bunééné smrti. Na druhou stranu jinym disledkem ROS mize
byt aktivace gend Ucastnicich se ochrany proti svételnému zarfeni a genli pfispivajicich
K expresi proteint, které se nachdzi v chloroplastech. Dvoji ucinek — toxicky nebo

regulaéni zavisi predevsim na koncentraci ROS v buiice (Jajic et al., 2015).
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Obr. 5 Vznik reaktivnich forem kysliku (ROS) v riznych castech rostlinné buiiky. V bunécnych
organeldch dochazi ke vzniku ROS v elektronovém transportnim fetézci (ETC) a dychacim
fetézci (RC). Reakci se ucastni enzymy superoxiddismutasa (SOD), xantindehydrogenasa
(XADH), aldehydoxidasa (ALDOX), oxidasa (OX), katalasa (CAT), GSH-peroxidasa
(GSH-POX), peroxidasa (POX) a NADPH-oxidasa (NADPH-OX). V bunkach probiha
i tzv. Fentonova oxidace (Fenton), kdy dochazi k reakci mezi Fe** a H,0, za vzniku Fe**
a hydroxylovych radikala (pfevzato a upraveno dle Jajic et al., 2015).

2.6.1 Antioxida¢ni systém rostlin

Pti akumulaci ROS v buiice se zvySuje riziko poSkozeni bunéénych ¢asti, a proto se
rostlina zacne branit svymi antioxida¢nimi systémy. Antioxidanty jsou klicové
pro udrZzeni redoxni rovnovahy v rostlin¢ (Halliwell a Gutteridge, 1999). Termin
antioxidant odkazuje na molekuly dostate¢né stabilni na to, aby odevzdaly nebo pftijaly
elektron, ¢imz zneutralizuji radikdly a snizi tim piipadné poskozeni bunék.
Antioxidanty ochrafiuji buiiku s vyuzitim riznych mechanismii — ptimou reakci s ROS,

napravenim poSkozenych ¢asti nebo indukovdnim biosyntézy jinych antioxidantl
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pfipadn¢ obrannych enzyma (Tiwari, 2001). Obecné se da antioxidacni systém rostlin

rozd¢lit na enzymovy a neenzymovy (Li et al., 2016).

2.6.1.1 Neenzymové antioxidanty

Kyselina askorbova (vitamin C, AsA) je ve vodé rozpustny antioxidant. Vyskytuje se
ve vétsin€ rostlinnych pletivech, avsak ve vétsi mife se nachazi ve fotosyntetickych
bunkach a meristémech (Foyer a Noctor, 2005). ASA ma schopnost pfimo vyhledat
ROS a jejich detoxifikaci dokaze ptispét k ochrané membran. AsA je soucasti askorbat-
glutationového cyklu a mize se ucastnit také enzymovych obrannych reakci, kde slouzi
jako kofaktor (Ahmad et al., 2009).

chrani bunku pted ROS. Jedna se o tripeptid se slozenim y-glutamyl-cysteinyl-glycin.
Vyskytuje se prevazné vredukované formé a je lokalizovan v cytosolu,
endoplazmatickém retikulu, vakuole, mitochondriich, chloroplastech, peroxisomech
a také v apoplastu (Jimenez et al., 1998). Vedle detoxifika¢ni a antioxida¢ni schopnosti
ma GSH dilezitou roli v signalnich drahach, pfikonjugaci metabolitd, transportu
sloucenin se sirou a expresi genti v odpovédi na stres aj. Ukazalo se, Ze se GSH podili
také na rlstu a vyvoji rostlin, senescenci, bunééné smrti a enzymové regulaci. Ackoli je
samotny GSH u¢inny antioxidant, spolu s ASA tvoii dalS§i vyznamny obranny
mechanismus — askorbat-glutationovy cyklus (Obr. 6). V oxidované formé tvoii disulfid
GSSG (Mullineaux a Rausch, 2005; Ahmad et al., 2009).

H.O, V AsA \ / GSSG V NADPH

H.O GSH NADP

Obr. 6 Askorbat-glutationovy cyklus. Kyselina askorbova (AsA), askorbat peroxidasa (APX),
monodehydroaskorbat (MDHA), monodehydroaskorbat reduktasa (MDHAR), dehydroaskorbat
(DHA), dehydroaskorbat reduktasa (DHAR), glutation reduktasa (GR) (ptfevzato z Pandey
et al., 2015).
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Vitamin E (tokoferol) je antioxidant rozpustny v tucich a ucastni se ochrany lipidi
pfed ROS. V rostlinach byly nalezeny C¢tyfi izomery tokoferolt, kdy nejvyssi
antioxida¢ni aktivitu vykazuje forma izomeru stfemi methylovymi skupinami.
Tokoferoly mj. zabranuji lipidové autooxidaci (Kamal-Eldin a Appelqvist, 1996;
Ahmad et al., 2009).

Karotenoidy (Car) jsou pigmenty, které lze najit v rostlinach, ale i v urcitych
mikroorganismech. Car jsou rozpustné vtucich a plni fadu funkci v rostlinném
metabolismu vcetné tolerance vaci oxidacnimu stresu. Car jsou lipofilni organické
slouceniny nachazejici se v chloroplastech. Ochranuji fotosynteticky aparat
pied skodlivymi ROS, které se bézné pii fotosyntéze tvoii, a pomahaji udrzovat stabilitu
tylakoidni membrany (Siefermann-Harms, 1987; Ahmad et al., 2009).

Flavonoidy patii mezi organické slouceniny s antioxidacni aktivitou. V rostliné se
nachdzi v listech, kvétech i pylu. Nékteré flavonoidy ptisobi jako inhibitory enzymu
lipoxygenas, vyuzivajicich polynenasycené mastné kyseliny jako substrat, a enzymi
lipoperoxidas zpusobujicich oxidaéni poSkozeni vysSich mastnych kyselin (Nijveldt

et al., 2001; Ahmad et al., 2009).

2.6.1.2 Enzymové antioxidanty
Superoxiddismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) je metaloenzym (obsahuje ve své struktuie
vazany atom kovového prvku) preménujici superoxid na H,O,. 1zoenzymy SOD mohou
byt na bazi médi a zinku (Cu/ZnSOD), manganu (MnSOD), zeleza (FeSOD) ptipadné
niklu (NiSOD). Cu/ZnSOD je lokalizovany v cytosolu, kdezto MnSOD se nachazi
vV matrix mitochondrii a v peroxisomech (Kim et al., 1996; Ahmad et al., 2010).
Katalasa (CAT; EC 1.11.1.6) je enzym, ktery pfeménuje H,O, na Oz a HO.
Vyskytuje se v peroxisomech a jedna se o tetramerni enzym obsahujici hem (Srivalli
etal., 2003). VétSina rostlin obsahuje vice izoforem, kdy nékteré mohou kromé
pfemény H,O; také oxidovat urcité molekuly, napt. metanol, etanol, formaldehyd nebo
kyselinu mravenc¢i. Rostlinné CAT se dé€li do tfi tiid. Trida 1 se nejvice vyskytuje
ve fotosyntetickych pletivech, kde pomahaji odstranovat H,O, vznikly bé&hem
fotorespirace. Tiida 2 se nachdzi v cévnich pletivech a pravdépodobné se ucastni
procesu lignifikace. Ttida 3 je pfitomna v semenech a mladych rostlinach, kde
preménuje HyO, tvorici se béhem degradace mastnych kyselin v glyoxylatovém cyklu

(Willekens et al., 1994; Ahmad et al., 2010).
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Glutationperoxidasy (GPX; EC 1.11.1.9) je rodina mnoha izoenzymu, které
katalyzuji redukci H,O, a cytotoxickych hydroperoxidii na ptislusné alkoholy. Slouzi
také k detoxifikaci produktu lipidové peroxidace. GPX se rozdé€luji na tfi typy - selen-
zavislé (GPx), selen-nezavislé fosfolipidové hydroperoxidové (PHGPX) a glutation-
transferasy vykazujici glutationperoxidasovou aktivitu (GST-GPX). GPx a GST-GPX
se lisi ve svych podjednotkach, zpisobem vazby selenu v aktivnim misté a mechanismy
katalyzy. Nartst aktivity PHGPX byl pozorovan u rostlin vystavenych salinitnimu
stresu (Ledford et al., 2007; Ahmad et al., 2010).

Askorbatperoxidasa (APX; EC 1.11.1.1) vychytava H,O, vznikly v askorbat-
glutationovém cyklu. Redukuje H,O, na vodu a jako donor elektroni vyuziva AsA
(Kangasjarvi et al., 2008). Do rodiny APX se fadi nejméné pét izoforem tohoto enzymu
liSici se mistem vyskytu vbuiice. Chloroplastovd APX je wvelice nestala
a Vv nepritomnosti AsA ma poloc¢as rozpadu pouze 30 sekund. Oproti tomu cytosolova
izoforma ma poloc¢as rozpadu 40-60 minut. Uvadi se, ze APX maji vyssi afinitu k H,O;
nez CAT nebo POX (Miyake a Asada, 1992; Ahmad et al., 2010).

Glutationreduktasa (GR; EC 1.6.4.2) katalyzuje reakci NADPH-dependentni redukce
disulfidové vazby GSSG, a proto je vyznamnym enzymem pro udrzeni a obnoveni
hladiny redukovaného GSH. GR jsou zvelké casti lokalizovany ve stromatu
chloroplasti, ale nachazi se také v mitochondriich, peroxisomech a cytosolu (Edwards
etal., 1990). GR katalyzuji posledni krok askorbat-glutationového cyklu, ¢imz zaroven
ovlivituji rychlost celé reakce. ZvySend hladina GR mlZe zvySit pomér
NADP*/NADPH Vv buiice a tim zajistit dostupnost NADP" jako pifjemce elektrondi
Vv elektronovém transportnim fetézci pii fotosyntéze. Za této situace se minimalizuje tok
elektront proudici smérem ke kysliku a zabraniuje se vzniku superoxidového aniontu

(Sudhakar et al., 2001; Ahmad et al., 2010).

2.7 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je volny radikél s jednim neparovym elektronem, ktery se miize
pfeménit na energeticky vyhodnéjsi strukturu pfijetim nebo odevzdanim elektronu.
Molekula NO je stabilni ale velmi reaktivni, z tohoto diivodu muze byt pro buiku
toxicka. NO a jeho metabolity se souhrnné oznacuji jako reaktivni formy dusiku (RNS),

které mohou nenavratné modifikovat rizné biologické molekuly (Wink et al., 2001).
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Na druhou stranu se prokazala role NO jako kli¢ové molekuly v bunééné signalizaci
v rekci na patogenni organismy, regulaci uzavirani praduchd, regulaci aktivity ur¢itych
enzymtu, expresi geni bunécnych cyklli a stimulovani kliceni. NO mulze byt generovan

enzymovymi i neenzymovymi reakcemi (Wilson et al., 2008).

2.7.1 Biosyntéza oxidu dusnatého

Biosyntetické drahy NO u rostlin mohou byt klasifikovany jako oxidaéni ¢i redukéni.
Drahy zprostfedkované¢ pres nitratreduktasu (NR) a produkce NO spojovana
S cytoplasmatickou membranou nebo mitochondridlnimi membranami se oznacuji
za redukéni reakce, kdezto produkce NO z L-argininu nebo z polyamint se fadi mezi
oxida¢ni drahy (Obr. 7). Primarnimi substraty pro vznik NO za ucasti NR jsou
dusitany, které vznikaji z dusi¢nant také puisobenim NR. Draha NR je lokalizovana
V cytosolu a enzym zpravidla vyuziva NADH jako hlavniho darce elektronti (Gupta
etal., 2011).
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Obr. 7 Biosyntetické drahy (redukéni a oxida¢ni) vedouci k produkci NO v rostlinné buice.
Reakei katalyzovanou nitratreduktasou (NR) vznikaji z dusi¢nantt (NO3) dusitany (NOy).
Nasledujici redukce NO, na NO miize probihat enzymovymi reakcemi pomoci NR nebo
vV mitochondrialnim elektronovém transportnim fetézci (mETC), nebo reakcemi neenzymovymi.
Alternativné probiha syntéza NO oxida¢nimi drahami z hydroxylaminu, L-argininu nebo
polyamint. Hladina NO je ovlivnéna nesymbiotickym hemoglobinem 1(nsHb1-NO), ktery
preméiiuje NO na NOs. Cervené Sipky predstavuji tzv. dusiénan-NO cyklus. Zelené Sipky
znazornuji biosyntetické reakce. Modré Sipky uvadi reakce zapojené v NO homeostazi (pfevzato
a upraveno dle Arc et al., 2013).

2.7.2 Oxid dusnaty jako signalni molekula

Jelikoz rostliny nemaji zadné specifické receptory piimo pro PA, zkoumalo se, jak
mohou PA vV rostlinné buiice plnit svou funkci. V mnoha piipadech je ucinku PA
dosazeno prosttednictvim druhych posli, napt. HyO,. Dal§im druhym poslem, jehoz
produkci PA vyvolaji, je NO. Tato plynna signalni molekula se tvofi v mnoha
rostlinnych pletivech a jeji efekt je rychly a bez klidové faze. V riznych rostlinnych
kulturach bylo dokdzano, Ze tvorba NO muze byt indukovéna také cytokininy. Tyto
poznatky mohou v budoucnu poslouzit jako podklad pro pochopeni souvislosti mezi
NO, cytokininy a PA (Yamasaki a Cohen, 2006).

NO jako signalni molekula zprostfedkovava mnoho obrannych odpovédi proti
biotickym i abiotickym stresim. Ukazalo se, ze exogenné aplikovany NO, ktery
pravdépodobné pisobi ve spojeni s dalSimi signdly, se podili na zvySeni salinitni
tolerance v riznych rostlinach. Jelikoz salinita zpisobuje primarn¢ iontovou toxicitu

a osmoticky stres a sekundarné vyvolava nutri¢ni poruchy a oxidacni/nitrosacni stres.
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NO pomaha indukovat salinitni toleranci zvy$ovanim poméru Na'/K® v zivislosti
na zvysenych aktivitich H'/ATPas v plazmatické membrané i vakuolach, ¢imz vyvola
regulaci homeostazy Na* a piirastku K™ (Molassiotis et al., 2010).

V disledku ptitomnosti NO mitize dochazet ktadé¢ postranslacnich modifikaci
(PTM), které mohou ovlivnit probihajici metabolické reakce. Jednou znich je
tzv. nitrosylace — zavedeni nitrosylového iontu (NO’) do molekuly nebo slouceniny.
Pii nitrosylaci kovi dochazi ke vzniku komplextit NO napf. S rostlinnymi proteiny
obsahujicimi kovy. Lusténiny obsahuji urcity typ symbiotického hemoglobinu zvany
leghemoglobin (Lb) nachazejici se v kofenovych hlizkach fixujicich dusik. Lb je
protein, ktery pomaha v hlizkach udrZet nizky obsah kysliku jeho pienasenim, coz je
nezbytné pro efektivni fixaci dusiku, kterd probih4 za anaerobnich podminek. Uvadi se,
7¢ vznik nitrosylového komplexu leghemoglobinu (LbFe"NO) se miize uplatnit
pii ochran¢ hlizek a regeneraci oxyLb (Besson-Bard et al., 2008).

Druhou vyznamnou PTM je S-nitrosylace proteind, kdy se reverzibilné¢ navaze NO”
na thiolovou skupinu (-SH) cysteinovych residui. Vznikly S-nitrosothiol (RSNO) slouzi
jako relativné stabilni transportér a zasobarna formy NO (Kubienova et al., 2013).

V rostlinach, kterym byl aplikovan nitroprussid sodny (SNP), slouZici jako exogenni
donor NO, se zkoumal vliv NO na salinitni toleranci. Uvadi se, ze V rostlinach
vystavenych vysoké koncentraci NaCl (350 mmoll™), mohl NO zvysit obsah
fotosyntetickych pigmentt. Po aplikaci SNP bylo v rostlin¢ také pozorovano snizeni
obsahu malondialdehydu (MDA) a H,0,, cytotoxickych produkti peroxidace lipidu,
které se tvotily v rostlinach vystavenych NaCl. Vysledky naznacuji, Zze by se NO mohl
podilet na zvySovani tolerance rostlin viéi salinitnimu stresu tim, Ze sniZuje obsah
toxickych produkti vznikajicich pti lipoperoxidaci u rostlin vystavenych NaCl (Chen
etal., 2014).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Rostlinny material

Pro experimentalni praci byly pouzity dva genotypy hrachu setého Pisum sativum lisici

se rezistenci vic¢i patogennim organismum.

e Pisum sativum cv. Kudrnag¢ — citlivy genotyp
e Pisum sativum cv. Twinset — genotyp rezistentni vici padli, fusariovému vadnuti

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

3.1.2 Chemikalie

Honeywell Fluka (Rumunsko): diethylether, disodna stl kyseliny ethylen-
diamintetraoctové dihydrat, pefabloc;

Lach-Ner  (Ceska  republika): ~ dihydrogenfosfore¢nan  draselny,  ethanol,
hydrogenfosfore¢nan draselny, hydroxid sodny, chlorid draselny, chlorid sodny,
kyselina chlorovodikova, methanol, peroxid vodiku, siran méd’naty pentahydrat;
Lachema (Ceskd republika): dihydrogenfosfore¢nan amonny, dusi¢nan draselny,
dusi¢nan vapenaty tetrahydrat, heptamolybdenan amonny tetrahydrat, kyselina borita,
siran hofe¢naty pentahydrat, siran zine¢naty heptahydrat;

Penta (Ceskd republika): siran Zeleznaty heptahydrat;

Serva (Nemecko): kitenova peroxidasa;

Sigma-Aldrich  (Nemecko):  3-aminopropionaldenyd (APAL), benzoylchlorid,
Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB), diaminohexan (DAH), guajakol, hovézi sérovy
aloumin  (BSA), kyselina  mravenéi, kyselina trichloroctova  (TCA),
nikotinamidadenindinukleotid (NAD), polyvinyl-polypyrrolidon (PVPP), putrescin,
siran manganaty pentahydrat, tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid (Tris-
HCI);

Unilever (Ceskd republika): Savo.
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3.1.3 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Denver instrument, USA); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko); digitalni pH metr (XS Instruments, Italie);
digitalni predvazky (KERN, Némecko); elektromagnetickd michacka (BioSan, Litva);
identifikace a kvantifikace polyaminu byly provedeny na Dionex Ultimate 3000
UHPLC system (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, USA) v on-line spojeni s Compact
gTOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) s ESI ionizaci (UHPLC-MS);
mikrodestickovy reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA); mikrodesticky Test
plate 96F (TPP, Svycarsko); mrazici box (Electrolux, Svédsko); oscilaéni
homogenizator MM400 (Retsch, Némecko); rotacni tiepacka (BioSan, Litva); rota¢ni
vakuova odparka (Eppendorf, Némecko); ultrazvukovy homogenizator (Kraintek s.r.o.,

Slovenska republika); vortex (BioSan, Litva).

3.2 Metody

3.2.1 Priprava a zpracovani rostlinného materialu

Semena studovanych genotypt hracht (P. sativum cv. Kudrma¢ a cv. Twinset) byla
dezinfikovana v nafedéném roztoku 4% SAVA (v/v) po dobu 2 minut a poté byla 10x
fadné proplachnuta vodou. Semena bobtnala po dobu 24 hod v kadince s vodou.
Nabobtnana semena byla rozprostfena na navlhéené ubrousky v Petriho miskach, kde se
nechala 3 dny klic¢it pfi pokojové teploté. Nakli¢ena semena byla poté péstovana 7 dnti
ve fytotronu pii teplot¢ 24 °C ve 4x zfedéném Hoaglandové roztoku (Tab. 1)
obsahujicim rizné koncentrace NaCl: 0 mmol 1™ (kontrola), 10 mmoll™?, 30 mmoll™
a50 mmoll™. Viechna péstovani byla provedena v trojim opakovani (3 biologicka
opakovani v tydennich Casovych rozestupech). Sedmy den péstovani byla provedena
fotodokumentace rostlin a zhodnoceni fyziologickych parametri kofenovych
a nadzemnich ¢asti rostlin. Vsechny casti rostlin, jak kofenova, tak nadzemni, byly
ihned zamrazeny v tekutém dusiku. Rostlinny material byl posléze homogenizovan
Vv tekutém dusiku v tfeci misce a rozdélen po alikvotech do mikrozkumavek. VVzorky se

pied dalsim zpracovanim skladovaly v mrazaku pii -80 °C.
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Tab. 1: Pfiprava Hoaglandova roztoku.

Koncentrace . , ,
Chemikélie zisobniho ol O Navzka — Objem onmentian:
roztoku ) (g1 (ml'l™) -l
(mmol 1) (gmol™) (umol'l™)
KNO; 1000 101,1 101,1 1,5 1500
Ca(NO3),4H,0 1000 236,16 236,16 1 1000
NH4H,PO, 1000 115,08 115,08 0,5 500
MgSO,5H,0 1000 246,49 246,49 0,25 250
H;BO; 25 61,84 1,55 0,5 12,5
KCI 50 74,5 3,73 50
MnSQO,5H,0 2 241,08 0,48 2
ZnSO47H,0 2 287,55 0,58 1 2
CuSO,5H,0 0,5 249,75 0,125 0,5
(NH,)sM0;0244H,0 0,5 1235,95 0,618 0,5
FeSO47H,0 20 278,02 5,56 1 20
Na,EDTA 20 372,24 7,44 20

3.2.2 Hodnoceni fyziologickych parametru rostlin

Pro stanoveni primérné hodnoty délky a hmotnosti Cerstvého materialu (FW),
tj. kofenové a nadzemni casti studovanych genotypt, bylo sedmy den péstovani
nahodné vybrano 20 rostlin péstovanych v roztocich o rtizné koncentraci NaCl.
Jednotlivé kofeny 1 nadzemni €asti rostlin byly zvaZeny na analytickych vahach a jejich

délka byla zmé&fena pravitkem.

3.2.3 Priprava rostlinnych extrakti

K alikvotim zhomogenizovaného rostlinného materidlu byl pfidan v poméru 1:2 (w/v)
extrakéni pufr o nasledujicim slozeni: 0,1 mol'lI™ K-fosfatovy pufr o pH = 7, 1% (w/v)
PVPP, 0,5 mmolI* pefabloc a 2 mmoll* EDTA. Extrakce byla realizovana na rota¢ni
tiepacce umisténé v lednici po dobu 20 min. Vzorky byly poté centrifugovany 20 min
pii 16 000 g a 4 °C. Extrakty byly nasledné piepipetovany do Cistych mikrozkumavek
a pouzity pro stanoveni proteini metodou dle Bradforda a méfeni aktivit vybranych

enzymu.
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3.2.4 Stanoveni celkovych proteintu

Proteiny byly stanoveny metodou dle Bradforda (1976), jejiz podstatou je interakce
proteinti s barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) v kyselém prostiedi.
Stanoveni bylo provedeno spektrofotometricky na mikrodestiCkovém readeru Synergy
HT pti A = 595 nm.

Nejprve se pripravil zasobni roztok CBB. Navazilo se 10 mg CBB a navazka se
rozpustila v 5 ml 95% ethanolu a 10 ml 85% H3PO,. Roztok se doplnil destilovanou
vodou na 100 ml. Pro vlastni méfeni se vzdy Cerstvé ptipravilo ¢inidlo Bradforda -
zasobni roztok CBB se natedil destilovanou vodou v poméru 1:4.

Pro stanoveni kalibraéni fady se pfipravil zasobni roztok standardu hovéziho
sérového albuminu (BSA, ¢ = 10 mgml™). Ze zasobniho roztoku BSA byly fedénim
pripraveny roztoky o koncentraci: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 a 1,4 mg'ml'l. Do jamek se
postupné pipetovalo 45 ul destilované vody, 5 pl standardu ze vSech nafedénych
roztoki BSA a 200 pl ¢inidla Bradforda. Obsah jamek se nechal po protfepani
inkubovat po dobu 5minut pii pokojové teploté. Piedem byl vytvoien
na mikrodestickovém readeru Synergy HT protokol pro dané méteni, ve kterém bylo
nastaveno pocateCni protfepani obsahu jamek (3 s). Zméfila se absorbance
pii A = 595 nm. Ze zavislosti absorbance na koncentraci BSA byla odvozena rovnice
ptimky, ktera byla dale pouzita pro vypocet koncentrace proteini v extraktech
pfipravenych z rostlinného materialu (viz. kapitola 3.2.3).

Stanoveni proteind probihalo stejnym zplisobem jako stanoveni kalibra¢ni kiivky se
standardy BSA, do jamek se namisto standardi pipetovalo 5 pl nafedéného extraktu.
Z namé&fenych absorbanci se pomoci dfive ziskané rovnice piimky vypocitala

koncentrace proteinti. Méfeni bylo provedeno v technickém triplikatu.
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3.2.5 Stanoveni aktivit enzymii

3.2.5.1 Stanoveni aktivity aminoaldehyddehydrogenasy

Aktivita AMADH byla méfena spektrofotometricky s vyuzitim Warburgova optického
testu (Awal et al., 1997). Pii vlastni enzymové reakci dochazi k oxidaci substratu
a zarove se redukuje NAD" na NADH, coZ se projevi naristem absorbance pfi 340 nm.
Molarni absorpéni koeficient pro NADH je 6220 I'mol ™ cm™.

Aktivita enzymu AMADH byla stanovena v 96-ti jamkovém mikrodestickovém
usporadani na readeru Synergy HT. Pfed vlastnim meéfenim aktivity enzymu byl
substrat 3-aminopropionaldehyd (APAL) pfipraven kyselou hydrolyzou 3-amino-
propionaldehydu diethylacetalu. Smés 3,34 ul 3-aminopropionaldehydu diethylacetalu
a1ml 0,2 moll? HCI byla inkubovana po dobu 5 min v horké lazni. Do jamek bylo
postupné pipetovano 165 pl 150 mmoll™ Tris-HCI pufru o pH = 9, 10 ul 20 mmol ™
NAD" (Eerstvé pfipraveného tésné pred méfenim), 15 ul extraktu a 10 pl substratu
(20 mmol'lIt APAL) nebo 10 pl blanku (0,2 molI™* HCI). Jednotliva stanoveni probihala
Vv technickém triplikdtu, kdy kazdy vzorek mél vlastni blank. Pfedem byl piipraven
protokol pro dané méfeni, ve kterém bylo nastaveno piedehtati readeru na 30 °C
a protfepani obsahu jamek (3 s) pfed kazdym meéfenim. Méfila se Kinetika reakce
enzymu se substratem V pravidelnych casovych intervalech (30 s) po dobu 11 min
pfi A = 340 nm. Vysledkem byla zména absorbance za jednotku ¢asu. Aktivita AMADH
byla zmétena vzdy v kofenech 1 nadzemnich ¢astech obou odriid a vysledky naméfené
Vv rostlinach péstovanych v riiznych koncentracich NaCl byly srovnany s pfisluSnymi

kontrolami.

3.2.5.2 Stanoveni aktivity diaminoxidasy
Aktivita diaminoxidasy (DAOQO) byla métfena spektrofotometricky. Pfi vlastni enzymové
reakci dochédzi k oxidaci diaminu a produktem reakce je pfislusny aminoaldehyd,
amoniak a Hy0,. Vznikly HyO, je vyuzit jako substrat pro peroxidasu za soucasné
oxidace guajakolu na 3,3’-dimethoxy-4,4"-bifenylchinon, coz se projevi naristem
absorbance pii 436 nm. Molarni absorpéni koeficient pro 3,3’-dimethoxy-4,4'-
bifenylchinon je 4500 I'mol™cm™ (Angelini et al., 1990).

Aktivita enzymu DAO byla stanovena v 96-ti jamkovém mikrodestiCkovém

uspofadani na readeru Synergy HT. Reakéni smés obsahovala 0,1 mol'l™ K-fosfatovy
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pufr (pH = 7), 35 mmol'l™ guajakol a 0,01% (v/v) peroxidasu. Do jamek bylo postupné
pipetovano 155 pl predem pfipravené reakéni smési, 15 pl extraktu a bud’ 5 pl substratu
(87,5 mmol1™ putrescin) anebo 5 ul blanku (destilovana voda). Jednotlivé stanoveni
probihala v technickém triplikatu, kdy kazdy vzorek mél vlastni blank. Pfedem byl
vytvofen protokol pro dané méfeni, ve kterém bylo nastaveno piedehiati readeru
na 30 °C a pocateéni protiepani obsahu jamek (3 s). Mé&fila se kinetika reakce enzymu
se substratem v pravidelnych ¢asovych intervalech (30 s) po dobu 3 min pifi A = 436 nm.
Vysledkem byla zména absorbance za jednotku ¢asu. Aktivita DAO byla zméfena vzdy
v kofenech i1 nadzemnich castech obou odridd a vysledky naméfené v rostlinach

péstovanych v riiznych koncentracich NaCl byly srovnany s ptislusnymi kontrolami.

3.2.5.3 Stanoveni aktivity peroxidasy

Pro stanoveni peroxidasové aktivity byla pouzita spektrofotometrickd metoda
s guajakolem (Angelini et al., 1990). Pii vlastni enzymové reakci je H,O, substratem
pro peroxidasu za soucasné oxidace guajakolu na 3,3’-dimethoxy-4,4 -bifenylchinon,
coz se projevi naristem absorbance pfi A = 436 nm. Molarni absorpéni koeficient
pro 3,3 -dimethoxy-4,4-bifenylchinon je 4500 I'mol™*cm™.

Aktivita enzymu guajakolperoxidasy (GuPOX) byla stanovena na mikrodestickovém
readeru Synergy HT v 96-ti jamkovém uspoiadani. Reak¢éni smés obsahovala
113 mmol 1™ K-fosfatovy pufr o pH = 6 a 113 mmoll™ guajakol. Do jamek bylo
postupné pipetovano 155 pl této reakéni smési, 10 pl extraktu a bud’ 10 pl substratu
(2 mol'l™ H,0,) anebo 10 ul blanku (destilovana voda). Jednotliva stanoveni probihala
v technickém triplikatu, kdy kazdy vzorek mél vlastni blank. Pfedem byl vytvoren
protokol pro dané meéfeni, ve kterém bylo nastaveno pifedehiati readeru na 30 °C
a pocatecni protiepani obsahu jamek (3 s). Pro stanoveni aktivity GuPOX byly extrakty
100x zfedény. Méfila se kinetika reakce enzymu se substratem v pravidelnych ¢asovych
intervalech (10 s) po dobu 1 min pii A = 436 nm. Vysledkem byla zména absorbance
za jednotku casu. Aktivita GUPOX byla zméfena vzdy v kofenech i nadzemnich castech
obou odriid a vysledky namétfené v rostlindich péstovanych v riznych koncentracich

NacCl byly srovnany s ptisluSnymi kontrolami.
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3.2.6 Stanoveni volnych polyamint

Pro analyzu volnych polyamini (PA) slouzi metody vyuZzivajici vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s riiznymi derivacemi pied nebo za kolonou. Pro rychlou,
rozliSovaci a reprodukovatelnou analyzu byla vyvinuta metoda vyuzivajici
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s reverzni fazi (RP-HPLC) se zavedenou
derivatizaci pfed kolonou pomoci benzoylchloridu (Taibi et al, 2000). Tuto citlivou
a jednoduchou metodu lze vyuzit k rutinnimu stanoveni PA v biologickych vzorcich.
Stopy kontaminanti, jakymi mohou byt kyselina benzoova, methylbenzoat a anhydrid
kyseliny benzoové, jsou eliminovany promyvacimi kroky zahrnutymi v postupu.
Detekce benzoylderivatli polyaminil je provedena pii A =229 nm a A = 254 nm.

Rostlinny material, ktery byl homogenizovan Vv tekutém dusiku v tfeci misce, byl
uchovan v mikrozkumavkach pti -80 °C. Mikrozkumavky se vzorky se nechaly pfes noc
lyofilizovat v lyofilizatoru. Nasledné byl lyofilizovany material rozvazen do cistych
mikrozkumavek piesné po 5 mg. Z kazdého vzorku byly takto pfipraveny tii navazky,
aby bylo mozné provést nasledujici stanoveni ve tfech opakovéanich.

K lyofilizovanym vzorkém se pfidalo 250 pl roztoku 5% TCA s 5 pmoll™ DAH
a pét sklenénych kulicek stiedni velikosti. Vzorky byly homogenizovany v oscilaénim
homogenizatoru pfi 27 Hz po dobu 5 min. Nasledné¢ byly vzorky sonikovany
Vv ultrazvukovém homogenizatoru po dobu 10 min pfi teplot¢ 25 °C. Vzorky se
zcentrifugovaly ptfi 20°C al1l6000 g po dobu 10 min. Supernatanty se poté
prepipetovaly do &istych mikrozkumavek a piidalo se k nim 500 pl 2 moll™ NaOH
a 2,5 ul benzoylchloridu. Smés se fadné promichala na vortexu (10 s) a nechala se
40 min stat pfi laboratorni teploté.

Ke vzorkiim se nasledn¢ pridalo 500 pl nasyceného roztoku NaCl a 500 pl
diethyletheru a smés se promichala na vortexu (10 s). Po ustdleni rozhrani mezi
vrstvami se horni etherovéd vrstva ptepipetovala do Cisté mikrozkumavky a ke zbylé
spodni vrstvé se opét pridalo 500 pl diethyletheru a extrakce se opakovala. Druhd
etherova vrstva se ptfidala do mikrozkumavky k prvni ¢asti a po propichnuti vicka se
etherové vrstvy nechaly odpafit ve vakuové odparce pti 60 °C po dobu 30 min. Vzniklé
odparky se pied dalSim zpracovanim skladovaly pii -80 °C. Nasledné byly odparky
rozpustény v 200 pl 0,5% kyseliny mravenci a v ultrazvukovém homogenizatoru byly
sonikovany po dobu 10 min pii teploté 25 °C. Poté probéhla centrifugace 10 min

pii 16 000 g. Supernatanty jednotlivych vzorkl byly pfeneseny po 70 ul do sklenénych
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vialek k analyze na pfistroji Dionex Ultimate 3000 UHPLC system (Thermo Scientific,
Sunnyvale, CA, USA) v on-line spojeni s Compact qTOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) s ESI ionizaci (UHPLC-MS).

3.2.7 Statistické zpracovani dat

Studované rostliny byly péstovany za definovanych podminek ve tfech nezéavislych
experimentech. Stanoveni kazdého testovaného parametru (koncentrace celkovych
proteinti, aktivit enzymii a koncentrace polyaminli) bylo provedeno ve tiech
technickych opakovanich.

Pro zakladni vypocty dat pochdzejicich z popisovanych experimenti byl pouzit
program Microsoft Excel 2010. Pro znazornéni vysledki byly pouzity sloupcové grafy
vytvofené v tomtéZ programu. Ziskand data byla statisticky vyhodnocena v programu
Statistica 13.3.0 pomoci metody ANOVA s post-hoc Bonferroniho testem. Vyznamné
odlisné hodnoty od kontroly jsou v grafech oznaceny hvézdi¢kou (hladina vyznamnosti

a =0,05).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv NaCl v ristovém médiu na fyziologické parametry hrachu

setého
Piitomnost NaCl v pudé pii péstovani rostlin zpisobuje komplexni zmény v oblasti
morfologické, fyziologické i1 biochemické zahrnujici kliceni semen, rostlinny rast
apiijem vody a zivin. Primarni salinitni stres zpsobuje rostlindm iontovou toxicitu,
osmoticky stres, nedostatek Zivin a v neposledni fadé také oxidacni stres (Shrivastava
a Kumar, 2015).

V experimentalni ¢asti predlozené bakalaiské prace byl v prvé fadé porovnan vliv
NaCl na fyziologické zmény ve vyvoji dvou odrad hrachu setého P. sativum

cv. Kudrnag a P. sativum cv. Twinset (Obr. 8, 9).

P. satitvum cv. Kudrnac¢ P. sativum cv. Twinset

)

/ L
a Ku (0) Ku (10) Ku(30) Ku(50) Tw(0) Tw(10) Tw(30) Tw(50)

Obr. 8 Fotografie rostlin Pisum sativum cv. Kudrna¢ (vlevo) a Pisum sativum cv. Twinset
(vpravo) péstované v Hoaglandové roztoku s pfidavkem rGzné koncentrace NaCl (Cisla
v zéavorkach odpovidaji koncentraci NaCl v mmoll™).
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Obr. 9 Fotografie sad rostlin Pisum sativum cv. Kudrna¢ (vlevo) a Pisum sativum cv. Twinset
(vpravo) péstované v Hoaglandové roztoku s pfidavkem rtzné koncentrace NaCl (Cisla
v zavorkach odpovidaji koncentraci NaCl v mmoll™).

39



Z obr. 8 a 9 je zifejmé, ze zvySujici se koncentrace NaCl v rustovém médiu negativné
ovlivnila rist nadzemnich ¢asti obou studovanych genotypti i rist a tvorbu postrannich
koftentl.

Zkoumanymi fyziologickymi parametry u obou odrid hrachu setého byla hmotnost

cerstvého rostlinného materialu (FW; Obr. 10) a délka kofenové a nadzemni ¢asti rostlin
(Obr. 11).

A FW kofenu B FW nadzemnich ¢asti
0,5 1 0,25 - .
%
0,4 - % 0,2 -
% %
0,3 - { ¥k 0,15
* g
E 0,2 - I * E 0,1 - {
0,1 - I 0,05 - I
0 = T T T 1 O = T T T
0 10 30 50 0 10 30 50
Koncentrace NaCl [mmol-1] Koncentrace NaCl [mmol-I-1]
B P. sativum cv. Kudrna¢ B P. sativum cv. Kudrna¢
P. sativum cv. Twinset P. sativum cv. Twinset

Obr. 10 VIliv riizné koncentrace NaCl (0, 10, 30 a 50 mmol'l™) v ristovém médiu na &erstvou
vahu (FW) kofent (A) a nadzemnich ¢asti (B) studovanych genotypt P. sativum cv. Kudrnaé¢
aP. sativum cv. Twinset. Data pfedstavuji pramér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je
oznacen * (a < 0,05).
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B P. sativum cv. Kudrna¢ B P, sativum cv. Kudrna¢
P. sativum cv. Twinset P. sativum cv. Twinset

Obr. 11 Vliv rizné koncentrace NaCl (0, 10, 30 a 50 mmol'l™) v ristovém médiu na délku
kotent (A) a nadzemnich ¢asti (B) studovanych genotypi P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum
cv. Twinset. Data piedstavuji pramér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznafen *
(o < 0,05).
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Z vysledkti na obr. 10 je patrny negativni vliv zvySujici se koncentrace NaCl
v zivném médiu na Cerstvou hmotnost jak nadzemni tak kotfenové casti P. sativum
cv. Kudrna¢ i P. sativum cv. Twinset. Vyznamny efekt zvySené koncentrace NaCl
na riist kofene nebyl pozorovan pouze v piipadé 10 mmol1™® NaCl v ristovém médiu.
V kotenech P. sativum cv. Kudrna¢ i P. sativum cv. Twinset (Obr. 10A) byla cerstva
vaha v pritomnosti 50 mmol'l™ NaCl sniZena piiblizn& o 50 % ve srovnani s kontrolnimi
rostlinami. FW kofenu P. sativum cv. Kudrna¢ byla naméfena vzdy vétsi nez
u P. sativum cv. Twinset. Cerstvé vahy nadzemnich ¢sti (Obr. 10B) se vzdjemné mezi
obéma odrudami P. sativum vyrazné nelisily, pficemZ u obou studovanych genotypt
doslo v pritomnosti 50 mmoll™ NaCl k poklesu FW piiblizng o 60 % ve srovnani
s kontrolami.

V praci Najafi etal. (2007) bylo u hrachu setého P. sativum L, vystaveného
pii péstovani salinitnimu stresu, zaznamenané vyrazné snizeni cCerstvé vahy
az pti vys§ich koncentracich NaCl (50 a 70 mmol'l™), kdeZto pfi nizsich koncentracich
NaCl nebyly rozdily hmotnosti oproti kontrole tak vyznamné.

Na obr. 11, kde je znazornény vliv zvySujici se koncentrace NaCl v ristovém médiu
na délku kofeni a nadzemnich ¢asti, lze pozorovat postupné vyznamné zkracovani
délky pouze u nadzemnich ¢asti obou genotypu P. sativum se vzrlstajici koncentraci
NaCl v zivném médiu. Délky nadzemnich ¢asti (Obr. 11B) se pii porovnani obou odrid
P. sativum mezi sebou vyrazné nelisily, pfi¢emz u obou genotypt doslo v pfitomnosti
50 mmol 1™ NaCl k poklesu délky piiblizng o 50 % ve srovnani s kontrolami. Pokles
délky kofeni P. sativum cv. Kudrna¢ i P. sativum cv. Twinset (Obr. 11A) byl
zaznamenan az pii aplikaci 50 mmoll™ NaCl do Zivného média, kdy se délky kotenti
obou odrid snizily pouze cca o 10 % ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Délka
kotent rostlin P. sativum cv. Kudma¢ byly vzdy vétsi v porovnani s P. sativum
cv. Twinset.

U nadzemnich ¢asti studovanych rostlin P. sativum byl pozorovan intenzivné;si
negativni efekt zvysujici se koncentrace NaCl v ristovém médiu na cerstvou vahu
I na délku ve srovnani s vlivem na vyvoj kofene.

Nebyly pozorovany vyrazné zmény Studovanych fyziologickych parametri mezi
jednotlivymi genotypy P. sativum (Tab. 2). Na zaklad¢é stanovovanych fyziologickych
parametrl u obou genotypil pé€stovanych v riznych koncentracich NaCl nelze fici, Ze by

néktery z nich byl vice, ¢i méné¢ odolny k salinitnimu stresu.

41



Tab. 2: Porovnani vlivu 50 mmol'l™ NaCl v riistovém médiu na inhibici vyvoje rostlin. Pokles
stanovovanych fyziologickych parametri (FW, délka) uvadény v % u jednotlivych genotypt
hrachu setého (P. sativum cv. Kudrnaé a P. sativum cv. Twinset).

Kofen Kofen Nadzemni ¢ast Nadzemni ¢ast
P. sativum P. sativum P. sativum P. sativum
cv. Kudrna¢ cv. Twinset cv. Kudrna¢ cv. Twinset
FwW 53 53 61 60
Délka 11 15 49 46

4.2 Vliv NaCl v ristovém médiu na obsah proteint
Pro stanoveni celkovych proteinii byla sestrojena kalibra¢ni kfivka (Obr. 12). Jako
standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentracich 0,2 — 1,4 mgml™.

Z rovnice piimky (Obr. 12) byly nasledné vypocéitané koncentrace proteint v kofenech

(Obr. 13A) i nadzemnich ¢astech (Obr. 13B) obou odriid hrachu setého.
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Obr. 12 Kalibra¢ni pifimka pouzitd pro stanoveni koncentrace proteind ve vzorcich hrachu
setého; rovnice piimky pro vypocet koncentrace proteint: y = 0,4237x + 0,1269.
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Obr. 13 Vliv rtzné koncentrace NaCl v ristovém médiu na celkovy obsah proteini v kofenech
(A) a nadzemnich ¢astech (B) studovanych genotypu P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum
cv. Twinset. Data piedstavuji pramér + SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznafen *
(a0 < 0,05).

V nadzemnich ¢astech rostlin hrachu setého (Obr. 13B) byl detekovan vyssi obsah
proteinit nez v kofenech (Obr. 13A) u obou studovanych genotypd. U P. sativum
cv. Kudrma¢ se mirn€ zvySovala koncentrace celkovych proteinii se vzrastajici
koncentraci NaCl v rustovém médiu jak v kofenovych tak Vv nadzemnich c&astech,
s vyjimkou kofenovych &asti rostlin p&stovanych v piitomnosti 10 mmoll NaCl,
kde byl zaznamenan vyznamny pokles obsahu proteini. V kofenech P. sativum
cv. Kudrmag byla koncentrace celkovych proteini v pritomnosti 50 mmoll™ NaCl
pfiblizn€ o 10 % vyssi nez v kontrolnich rostlinach, v nadzemnich ¢astech P. sativum
cv. Kudrna® byla koncentrace proteint pfi 50 mmoll? NaCl asi 0 20 % vyssi nez
u kontrolnich rostlin. V kotenech P. sativum cv. Twinset byl zaznamenan postupny
nartst obsahu celkovych proteind vzhledem K rostouci koncentraci NaCl v ristovém
médiu, kdy koncentrace proteinii v piitomnosti 50 mmol'l™ NaCl byla asi o 30 % vy3si
nez u kontrolnich rostlin. V nadzemnich ¢astech P. sativum cv. Twinset byl pozorovan
opacny trend, kdy se obsah proteinti mirné sniZzoval se zvysujici se koncentraci NaCl
a v piitomnosti 50 mmol'l™ NaCl se obsah proteinti sniZil piiblizng o 10 % oproti
kontrolnim rostlinam. V kofenovych i nadzemnich castech P. sativum cv. Kudrna¢
vystavenych piisobeni vyssich koncentraci soli (30 a 50 mmoll™) byl stanoven
vyznamné vy$$i obsah celkovych proteini ve srovnani s genotypem P. sativum

cv. Twinset.

43



V praci Zhao et al. (2014) byly rostliny salveje (Salvia miltiorrhiza L.) vystaveny
salinitnimu stresu (0, 25, 50, 75, 100 mmol1? NaCl) po dobu 30 dni. Po péstovani byl
stanoven mj. obsah proteint ve stresovanych rostlinach, pfi¢emz bylo zjisténo, ze obsah
proteinit se vyrazné¢ zvySil se zvySujici se koncentraci NaCl. Proteiny spolu
s rozpustnymi sacharidy, jejichz obsah se ve stresovanych rostlinach také zvysil, se fadi
mezi osmoticky aktivni latky. ZvySeni obsahti téchto latek tedy poukazuje na jejich
vyznamnou roli v pfizplisobovani se rostlin na osmoticky stres vyvolany stresem

salinitnim.

4.3 Vliv NaCl v ristovém médiu na aktivity vybranych enzymu

Mezi enzymy ucastnicimi se katabolismu polyamini (PA) se fadi aminoxidasa
a aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH). Diaminoxidasa (DAO) katalyzuje reakce,
pii kterych dochazi k oxidaci diamini na pfislusné aminoaldehydy, NH3 a H,0,
(Angelini et al, 2010). AMADH oxiduje aminoaldehydy, vzniklé pii oxidaci diamint
ucinkem DAO, na pfislusné aminokyseliny (Brauner et al, 2003). H,O, vznikajici
pfi katabolismu PA, miZze slouzit jako substrat v reakcich katalyzovanych
peroxidasami.

V této praci byl sledovan vliv riizné koncentrace NaCl (0, 10, 30, 50 mmoll™)
vrustovém médiu na aktivitu enzymu podilejicich se na katabolismu PA.
Spektrofotometricky byly stanoveny aktivity enzymt aminoaldehyddehydrogenasy
(AMADH, Obr. 14) a diaminoxidasy (DAO, Obr. 15) v kotfenovych i nadzemnich

Sastech rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset.
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Obr. 14 Vliv rizné koncentrace NaCl vrastovém médiu na aktivitu enzymu
aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) v kofenech (A) a nadzemnich ¢astech (B) studovanych
genotypu P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Data ptedstavuji praimér + SD.
Statisticky vyznamny rozdil je oznaéen * (a < 0,05).

V kofenech studovanych rostlin P. sativum (Obr. 14A) byla naméfena vyrazné nizsi
aktivita AMADH nez v nadzemnich ¢astech (Obr. 14B) u obou genotypi. S rostouci
koncentraci NaCl v rastovém médiu se zvySovala aktivita AMADH v kofenech
P. sativum cv. Kudrna¢. Vyznamny narast aktivity byl detekovan u rostlin péstovanych
v ristovém médiu s 50 mmoll™ NaCl, kdy se aktivita ztrojnasobila v porovnani
s kontrolou.  V kofenech P.sativum cv. Twinset byl zaznamenan nardst
(cca Sestinasobny) aktivity AMADH zejména pii aplikaci 10 a 30 mmol'l™ NaCl
do riistového média. Je zajimavé, Ze u rostlin p&stovanych v médiu s 50 mmol'lI* NaCl
aktivita AMADH byla zvySena pouze cca dvojnasobné. V kofenech P. sativum
cv. Kudrnag péstovanych v médiu v piitomnosti 50 mmol'l™ NaCl byla naméfena témét
3X Vvyssi aktivita AMADH nezu P.sativum cv. Twinset. Aktivita AMADH
v nadzemnich c¢astech rostlin P. sativum cv. Twinset péstovanych v zivném médiu
s30a 50 mmoll* NaCl byla srovnatelnd. V nadzemnich &astech P. sativum
cv. Kudrma¢ se aktivita AMADH zvySovala s rostouci koncentraci NaCl v rastovém
médiu s vyjimkou 10 mmol ™" NaCl, kdy byla naméfena aktivita piiblizné o 50 % nizsi
nez u kontrolnich rostlin.

Uloha AMADH je ve fyziologii rostlin zkouména, jelikoz AMADH katalyzuji
kone¢ny krok katabolismu PA. Rostlinné AMADH vSak mohou katalyzovat i1 reakce
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spojené s biosyntézou osmoprotektantd, jako je napt. glycin betain vznikly oxidaci
betainaldehydu ve stromatu chloroplastt (Zarei et al., 2015).

Vliv salinitniho stresu na zménu aktivity AMADH byl studovan v praci Fang et al.
(2020) na klicicich rostlinach séji (Glycine max L.). Rostliny byly po dobu 2 nebo 4 dni
vystaveny piitomnosti 50 mmoll® NaCl v ristovém médiu. Aktivita AMADH se
vyznamn¢ zvysila v odpovédi na salinitni stres. Soucasti experimentu byla I exogenni
aplikace Spd zéaroveti s p¥itomnosti 50 mmol'lI™ NaCl. Aplikace Spd neméla vyznamny
vliv na zménu aktivity AMADH.

V souvislosti s exogenni aplikaci Ca®* ve formé& CaCl, byl studovén v praci Yin et al.
(2014) vliv salinitniho stresu na aktivitu AMADH u sji (Glycine max L.). Po aplikaci
ca?t byla vedle zvySené aktivity AMADH detekovdna i1 vy$$i hladina polyamint
a GABA - metabolitil, které¢ maji vliv na potlaceni negativnich u¢inki salinitniho stresu.

V praci Pettivalsky et al. (2007) byla prokazana tloha AMADH v procesech
adaptace rostlin na jeden z abiotickych stresovych faktord (mechanické poskozeni).
Podobn¢ jako ve studiich zaméfenych na salinitni stres byla detekovana v reakci

na mechanické poskozeni zvySena aktivita AMADH a souCasné¢ narGst obsahu

polyamini a GABA.
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Obr. 15 Vliv rtizné koncentrace NaCl v ristovém médiu na aktivitu enzymu diaminoxidasy
(DAO) v kotenech (A) a nadzemnich ¢astech (B) studovanych genotypu P. sativum cv. Kudrnac¢
a P. sativum cv. Twinset. Data ptedstavuji primér = SD. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen
* (0 < 0,05).
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Druhym studovanym enzymem vV této praci, podilejicim se na katabolismu PA, je
enzym DAO (Obr. 15). Aktivita DAO stanovena v nadzemnich ¢astech byla cca vice
nez 2x resp. 4x vySS§i nez aktivita DAO vV kofenech P. sativum cv. Kudrnac
resp. P. sativum cv. Twinset. V koifenech rostlin P. sativum cv. Twinset byla detekovana
niz§i aktivita DAO v porovnani sP. sativum cv. Kudrma¢ v pfitomnosti vyssi
koncentrace NaCl (30 a 50 mmoll™®) v ristovém médiu. V nadzemnich &astech
kontrolnich rostlin byla aktivita DAO u obou genotypii srovnatelna. Se zvySujici se
koncentraci NaCl v rastovém médiu byl detekovan vyznamny pokles aktivity DAO
v kofenech P. sativum cv. Kudrna¢ (Obr. 15A). V pfitomnosti 50 mmoll™ NaCl se
snizila aktivita DAO piiblizn¢ o 75 % ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. V piipadé
P. sativum cv. Twinset nebyly zaznamenany vyrazné zmény aktivity DAO Vv kotfenech
do 30 mmoll™* koncentrace NaCl v riistovém médiu. P¥i 50 mmol ™ NaCl se aktivita
DAO snizila piiblizné o tfetinu v porovnani s kontrolou. V nadzemnich c¢astech
(Obr. 15B) se aktivita DAO u P.sativum cv. Kudrma¢ zvySovala se zvySujici se
koncentraci NaCl, pficemz pii 50 mmoll* NaCl vzrostla aktivita pfiblizng o tietinu
v porovnani s kontrolou. V nadzemnich ¢astech P. sativum cv. Twinset byla nejvyssi
zména v aktivit® DAO detekovana u rostlin p&stovanych v 10 mmol'l™ NaCl, kdy byla
aktivita DAO priblizné o tfetinu vyssi nez aktivita kontrolnich rostlin.

Vliv salinitniho stresu na zménu aktivity DAO byl studovan Vv kofenech rostlin
Zoysia japonica S. (Li et al.,, 2017). K nejvyssimu nartstu aktivity DAO u rostlin
p&stovanych v pritomnosti 150 mmol1? NaCl doslo 4. den péstovani. Aktivita DAO
8. den péstovani byla vyssi nez v kontrolnich rostlinach, ale niz$i nez 4. den péstovani.
Zaroven byla v kotenech rostlin detekovéana nizsi hladina Put, ktery je substratem DAO.
Vysledky tedy odpovidaji zvysené aktivit¢ DAO.

V praci Angelini et al. (2010) byla provedena studie na rostlinach soji, které byly
vystaveny salinitnimu stresu. V kofenovych extraktech rostlin se aktivita DAO
vyznamné zvySila a zaroven doSlo kakumulaci GABA aintenzivnimu zvySeni
biosyntézy PA, zejména volného a konjugovaného Put.

Vysledky prace Li S. et al. (2016) ukazuji, ze v kofenech rostlin Zoysia japonica S.,
které byly vystaveny salinitnimu stresu (200 mmol'lI* NaCl) a zaroveii jim byl exogenné
aplikovan Spd, se rapidné zvysila aktivita DAO. Zvysena aktivita DAO byla potvrzena
jak vreakci na salinitni stres, tak i vreakci na mechanické poskozeni rostliny

napf. U hrachu setého (Pettivalsky et al., 2007) a cizrny (Cona et al., 2006).
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Obr. 16 Vliv razné koncentrace NaCl vrastovém médiu na aktivitu enzymu
guajakolperoxidsasy (GUuPOX) v kofenech (A) a nadzemnich ¢astech (B) studovanych genotypi
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Data pifedstavuji pramér + SD. Statisticky
vyznamny rozdil je oznacen * (a < 0,05).

Vliv rtizné koncentrace NaCl (0, 10, 30, 50 mmol'l'l) V ristovém médiu na aktivitu
enzymi byl také pozorovan u guajakolperoxidasy (GuPOX, EC 1.11.1.7), enzymu
podilejiciho se na antioxidacni obrané rostlin. GuPOX katalyzuje reakce, ve kterych
vystupuje H,0, jako substrat a pfeménuje jej na O, a H,0O. Soucasné do reakci vstupuje
guajakol, ktery je peroxidasou oxidovan na 3,3’-dimethoxy-4,4"-bifenylchinon (Doerge
et al.,, 1997). Aktivita GuPOX (Obr. 16) byla stanovena spektrofotometricky
Vv kofenovych i nadzemnich c¢astech rostlin P. sativum cv. Kudma¢ a P. sativum
cv. Twinset.

V kofenech studovanych rostlin P. sativum cv. Kudrna¢ i P. sativum cv. Twinset byla
naméfena piiblizné 3x vyss$i aktivita GuPOX, nez v nadzemnich castech rostlin.
Se zvysujici se koncentraci NaCl v zivném médiu byl zaznamenan narust aktivity
GUuPOX s ruznou intenzitou v kofenech a nadzemnich ¢éstech jednotlivych genotypt.
V kotenech rostlin P. sativum cv. Kudrmag péstovanych v 50 mmoll™ NaCl byl nartst
GuPOX aktivity cca 0 40 %, naopak u P. sativum cv. Twinset byly zmény v aktivité
GuPOX nevyrazné (Obr. 16A). Nejvetsi zémny v aktivité GuPOX byly detekovany
v kofenech rostlin obou genotypti péstovanych v Zivném médiu s 10 mmol1™® NaCl.
Aktivita GUPOX se v nadzemnich ¢astech obou odriid P. sativum zvysovala v zavislosti

na rostouci koncentraci NaCl v ristovém médiu (Obr. 16B). V nadzemnich c¢astech
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P. sativum cv. Twinset byla v piitomnosti 50 mmoll™ NaCl naméfena cca 2x vyssi
aktivita GuPOX nez u kontrolnich rostlin, kdezto v nadzemnich ¢astech P. sativum
cv. Kudrnac se aktivita zvysila pfiblizné o tfetinu oproti kontrole.

Aktivita GUPOX je v rostlinach ovlivnéna ptisobenim fady stresovych faktord. Vliv
salinitniho stresu na zvySeni aktivity GuPOX, tzn. zapojeni tohoto antioxida¢niho
enzymu Vv obranné reakci rostlin, bylo pozorovano v fad¢é praci. V praci Boughalleb
etal. (2020) byl proveden experiment na rostlinach P. equisetiforme péstovanych
v piitomnosti riiznych koncentraci NaCl (0, 100, 200, 300, 400 mmol'l™). V extraktech
nadzemnich casti byla néasledn¢ provedena analyza enzymu antioxidacniho systému.
Vysledky pro GuPOX ukazovaly nartst aktivity enzymu zejména pii nejvysSich
koncentracich NaCl, tedy 300 a 400 mmol '™,

Vyznamné aktivace GuPOX byla detekovéana v reakci na mechanicky stres u hrachu
set¢ho, kdy doslo k cca ¢tyinasobnému nartstu aktivity (Petfivalsky et al., 2007).

V piipadé nékterych studii byl naopak detekovan v reakci na salinitni stres pokles
aktivity GUPOX. V experimentu Kibria et al. (2017) byly rostliny ryze (Oryza sativa L.)
- citlivé a tolerantni k salinitnimu stresu, vystaveny riznym koncentracim NaCl
v riistovém médiu (0, 20, 40, 60 mmoll™ NaCl) a po p&stovani byla v extraktech listé
zmétena aktivita enzymi antioxidaniho systému rostlin, mj. i GuPOX. S rostouci
koncentraci NaCl v ristovém médiu se aktivita GUPOX vyznamné snizila.

Ve studii Janhohammadi et al. (2012) byl pozorovan vliv NaCl v ristovém médiu
na enzymovy antioxida¢ni systém u Ricinus communis L. Rostliny byly po dobu 10 dnd
péstovany v piitomnosti riznych koncentraci NaCl (0, 50, 100, 200 mmol'l'l). Nasledné¢
byla v extraktech nadzemnich i kofenovych ¢asti zmétena aktivita GuPOX, ktera se
srostouci koncentraci NaCl v rastovém médiu vyznamné snizila. Rostlinné
peroxiddsové isoezymy se béhem vyvoje rostlinnych bunék odlisné exprimuji, takze
pozorovana zmeéna aktivity enzymu muze byt zpusoben rozdilnou citlivosti GUPOX

na salinitni stres nebo rozdilnou expresi v riznych ristovych stadiich.

4.4 Vliv NaCl v ristovém médiu na obsah polyamini
Biogenni polyaminy maji v rostlindich fadu funkci za fyziologickych podminek
| pti adaptaci aobrané rostlin v dasledku piasobeni rtznych stresovych faktord.

Pti vystaveni rostlin abiotickym stresim, jako je salinita, teplotni zmény, hypoxie,
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sucho, UV-zéfeni, toxicita tézkymi kovy nebo mechanické poskozeni, dochazi
v rostlinach k akumulaci polyamint (Alcazar et al., 2010).

Soucasti studie feSené v bakalaiské praci byla kvantifikace polyamina (PA):
putrescinu (Put), sperminu (Spm), spermidinu (Spd) a kadaverinu (Cad) u P. sativum
cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset jak v kotfenech (Obr. 17), tak i v nadzemnich
¢astech (Obr. 18). Obsah PA byl stanovovan pomoci UPLC-MS, kdy byl jako vnitini

standard pouzit diaminohexan (DAH).

>

Putrescin B Kadaverin

180
= 160

140
120
100 I
80
60 I * *
40 I I
20
0
0 10 30 50

Koncentrace NaCl [mmol-I1]

200

150

* %*
%*
100 I I I
5 I I
0 10 30 50

Koncentrace NaCl [mmol-I1]

H

o

o

Koncentrace putrescinu [umol-I1]
Koncentrace kadaverinu [umol-

B P, sativum cv. Kudrnaé B P, sativum cv. Kudrnaé
P. sativum cv. Twinset P. sativum cv. Twinset
C Spermin D Spermidin

_10 * s _80
o = 70
28 : I 2 60 L
E I . E! ® *
z 6 = % I
£ 5 40
g 4 I £ 30
2 )
Y 2 20
3 2 »
S § 10
§ 0 £ 0
5 0 10 30 50 § 0 10 30 50
* <

Koncentrace NaCl [mmol-I1] Koncentrace NaCl [mmol-I1]

B P, sativum cv. Kudrnaé B P, sativum cv. Kudrnaé

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

Obr. 17 Vliv rizné koncentrace NaCl v ristovém médiu na obsah polyamind v kotfenech
studovanych genotypt P. sativum cv. Kudrna¢ a P.sativum cv. Twinset. A) Putrescin;
B) kadaverin; C) spermin; D) spermidin. Data pfedstavuji primér + SD. Statisticky vyznamny
rozdil je oznacen * (o < 0, 05).
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V kotenovych castech obou studovanych genotypu P.sativum byly naméfené
koncentrace Put a Cad né¢kolikanasobné vyssi nez koncentrace Spd a zejména Spm.
Za fyziologickych podminek byla detekovana vyznamné vyssi hladina Put a zejména
Cad v kofenech P. sativum cv. Kudrna¢ v porovnani s P. sativum cv. Twinset.

Obsah Put v kofenech P. sativum cv. Kudrna¢ (Obr. 17A) se v zavislosti na rostouci
koncentraci NaCl v ristovém médiu témé&F neménil s vyjimkou piitomnosti 10 mmoll™
NaCl v zivném médiu, kdy doslo k nartstu koncentrace Put az 0 50 % Vv porovnani
s kontrolnimi rostlinami. Obsah Put v kotfenech P. sativum cv. Twinset se v zavislosti
na rostouci koncentraci NaCl v ristovém médiu zvy3il. V pritomnosti 10 mmol'l™ NaCl
v zivném médiu doslo u P. sativum cv. Twinset K nejvyssimu nardstu koncentrace Put
0 témét 80 % v porovnani s kontrolnimi rostlinami.

V ptipadé¢ Cad byl detekovan vyrazny pokles jeho koncentrace se zvySujici se
koncentraci NaCl v rastovém médiu, ale pouze v kofenech u P. sativum cv. Twinset.
V piitomnosti 50 mmol'l™ NaCl se v kofenech P. sativum cv. Twinset snizil obsah Cad
ptiblizné o 60 % (Obr. 17B). Naopak obsah Cad u P. sativum cv. Kudrna¢ byl téméf
neménny s vyjimkou rostlin p&stovanych vmédiu s 30 mmoll® NaCl, kdy se
koncentrace Cad snizila cca 0 25 % ve srovnani s kontrolou.

V kotenech kontrolnich rostlin obou genotypti hrachu je srovnatelné zastoupeni Spm
a Spd (Obr. 17C,D). Obsah Spd je vice nez desetinasobné vyssi nez obsah Spm.
Srostouci koncentraci NaCl v zivném médiu byl detekovan nariist produkce Spm
u obou genotypt hrachu. V pfitomnosti 50 mmoll™ NaCl se obsah Spm u P. sativum
cv. Twinset zdvojnasobil v porovnani s obsahem v kontrolnich rostlinach, zatimco
u P. sativum cv. Kudrna¢ se obsah Spm zvysil pouze cca o 30 % (Obr. 17C).

Koncentrace Spd v kotenech obou studovanych genotypi P. sativum (Obr. 17D) se
na rozdil od Spm s rostouci koncentraci NaCl v ristovém médiu snizovala. Nebyl
detekovan vyznamny rozdil ve vlivu salinitniho stresu na obsah Spd mezi studovanymi
genotypy hrachu. V pfitomnosti 50 mmoll™ NaCl byl detekovan cca 10-20% pokles

obsahu Spd v porovnani s kontrolnimi rostlinami.
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Obr. 18 Vliv rizné koncentrace NaCl v ristovém médiu na obsah polyamint v nadzemnich
¢astech studovanych genotypti P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. A) Putrescin;
B) kadaverin; C) spermin; D) spermidin. Data ptedstavuji primér + SD. Statisticky vyznamny
rozdil je oznacen * (a < 0,05).

Koncentrace polyaminti Put, Spm, Spd a Cad byly stanoveny také v nadzemnich
castech P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset (Obr. 18). V nadzemnich
¢astech obou studovanych genotypli byl naméfen vyrazné vySsi obsah u Spd oproti
obsahtim Put, Spm a Cad.

V nadzemnich c¢astech P. sativum cv. Twinset se koncentrace Put (Obr. 18A)
zvys$ovala s rostouci koncentraci NaCl v zivném médiu. V ptitomnosti 50 mmol'l™ NaCl

se v nadzemnich castech P. sativum cv. Twinset asi 2x zvysil obsah Put ve srovnani
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s kontrolnimi rostlinami. Salinitni stres m¢l minimalni efekt na obsah Put v nadzemnich
¢astech P. sativum cv. Kudrnac.

Obsah Cad v nadzemnich ¢astech P. sativum cv. Kudrnaé¢ byl n¢kolikanasobné vyssi
V porovnani se zastoupenim Cad v rostlindich P. sativum cv. Twinset (Obr. 18B).
U obou genotypli se projevil salinitni stres zvySenim hladiny Cad. V pfitomnosti
50 mmoll™ NaCl byl obsah Cad v nadzemnich &istech P. sativum cv. Kudmad
cca dvojnasobny v porovnani s kontrolou.

Obsah Spm byl vyssi v nadzemnich castech P. sativum cv. Kudrna¢ v porovnani
s P. sativum cv. Twinset (Obr. 18C). S rostouci koncentraci NaCl v ristovém médiu se
snizovala koncentrace Spm v nadzemnich ¢astech a to u obou studovanych genotypti
P. sativum. V piitomnosti 50 mmoll® NaCl byl obsah Spm v nadzemnich &astech
rostlin obou genotypil niz$i cca 0 25-35 % ve srovnani s kontrolnimi rostlinami.

Obsah Spd byl srovnatelny v obou genotypech hrachu setého. V dusledku zvysujici
se koncentrace NaCl vristovém médiu bylo detekovano snizeni obsahu Spd
(Obr. 18D). V ptitomnosti 50 mmoll® NaCl se obsah Spd v nadzemnich &astech
P. sativum cv. Twinset a P. sativum cv. Kudrna¢ snizil cca o 35-40 % V porovnani
s kontrolou.

Obsah volnych polyamint v souvislosti se salinitnim stresem byl studovan v praci
Li S. et al. (2016), kdy byla rostlina Zoysia japonica S. vystavena 200 mmol1™* NaCl.
V kofenovych extraktech citlivé odridy na salinitni stres byl naméfen nartst
koncentraci Spm a Spd, ale sniZeni koncentrace Put. V kofenovych extratech odridy
tolerantni vi¢i salinitnimu stresu byl naméten nartst koncentraci Put, Spm i Spd.

Obsah Put v odpovédi na salinitni stres byl kvantifikovan také v praci Ma et al.
(2018). Rostliny ryze (Oryza sativa L.) byly vystaveny salinitnimu stresu (150 mmoll™
NaCl) a v riznych ¢asovych intervalech (v rozmezi hodin) z nich byly odebirany vzorky
listi i kofenti pro analyzu. V experimentu byly porovnavany dva genotypy ryze — citlivy
a tolerantni vii¢i salinitnimu stresu. V tolerantnim genotypu doSlo po 8 hod péstovani
v ptitomnosti NaCl ke snizeni obsahu Put, zfejmé se jedna o brzkou odpovéd rostlin
na salinitni stres.

Vliv salinitniho stresu na obsah rostlinnych polyamint byl studovan i v praci Islam
etal. (2020). Rostliny ryze (Oryza sativa L.) byly péstovany v zivném médiu s 0, 50
2100 mmoll* NaCl. V extraktech kofeni i nadzemnich &asti rostlin doglo

K vyznamnému snizeni obsahu Put, ale naopak ke zvySeni obsahu Spm i Spd. Dalsi
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experimenty provedené v této praci v souvislosti s genovou transkripci a biosyntézou
PA ukazaly, ze Put byl zfejme pfeménén na Spm a Spd.

Vliv salinitniho stresu na obsah Put, Spm a Spd byl studovan v experimentu Yuan
et al. (2016). Rostliny okurky (Cucumis sativus L.) byly péstovany v riustovém médiu
obsahujicim 75 mmol'l* NaCl po dobu 7 dni. V odpovédi na salinitni stres se obsah
volnych forem Put, Spm i Spd v kofenech zvysil v porovnani s kontrolnimi rostlinami.
V experimentu byl dale pii péstovani rostlin aplikovan exogenni Put a byl zkouman
jeho vliv na salinitni toleranci rostlin. Uvadi se, ze Put muze mit vliv na regulaci
syntézy proteint, ale i degradaci proteinti poskozenych NacCl.

Vliv exogenni aplikace PA na obranu rostlin vi¢i salinitnimu stresu byl studovéan
v praci Chattopadhayay et al. (2002). Uvadi se, ze exogenné aplikovany Spm a Spd
spousti u rostlin ryze, vystavenych salinitnimu stresu, obranny mechanismus proti
bunécnému poskozeni. Spm a Spd maji pravdépodobné vliv na udrzeni celistvosti
membran a/nebo na zménu aktivity proteas béhem stresovych podminek. Role Spm
pfi obrané rostlin proti plisobeni stresovych faktorii byla zkoumaéana také v praci
Todorova et al. (2016). V experimentu byl hrach (P.sativum L.) vystaven vysoké
teploté a zaroven byl rostlinam exogenn¢ aplikovan Spm. Ve vysledcich je uvedeno, ze
Spm by mohl mit pozitivni vliv na schopnost rostliny adaptovat se na teplotni stres.

Aplikace exogenniho Cad pfi péstovani rostlin a jeho vliv na stresové reakce rostlin
byl popsan v praci Tomar et al. (2013). Experiment byl proveden na rostlinach Brassica
juncea L., které byly vystaveny salinitnimu stresu, piitomnosti tézkého kovu nebo
obéma stresovym faktorim zaroven. Cad mél pozitivni vliv na kli¢ivost semen
Vv rostlindch vystavenych jednotlivym strestim, nikoli vSak, pokud byly rostliny
vystaveny obéma stresim zaroven. Cad mél také pozitivni vliv na délku kotent i stonkil
rostlin péstovanych ve stresovych podminkach. Ochranna funkce Cad miiZze souviset
napf. se stimulaci enzymu nitratreduktasy (NR), jelikoz aktivita NR se po aplikaci Cad
vyrazné zvysila.

Exogenni aplikace Spd V rostlinach vystavenych salinitnimu stresu byla studovana
I v praci Parvin et al. (2014). Rostliny Zensenu (P. ginseng cv. Yunpoong) byly po dobu
7 dni vystaveny 150 mmol 1™ NaCl. Ve stresovanych rostlinach s aplikovanym Spd byl
pozorovatelny pozitivni vliv na délku kofene 1 nadzemni ¢ésti oproti rostlinam, které
byly vystaveny pouze salinitnimu stresu bez aplikace Spd. Ochranna funkce Spd ziejmé
souvisi s udrzenim membranové stability a snizenim hladin ROS stimulaci obranného

antioxida¢niho systému rostlin.
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Experimenty realizované v predlozené praci jsou soucasti rozsahlejsi studie
zam&fené na ulohu S-nitrosylace v regulaci aktivity enzymi zapojenych v obranném
mechanismu rostlin vystavenych abiotickym stresovym faktoram, jako je salinita,
sucho, teplotni stres a pfitomnost tézkych kovl. Studie je zaméfena zejména
na charakterizaci ulohy PA a enzymu jejich metabolismu ve spojeni s produkci ROS
a RNS a nasledné mozné regulace aktivity kli¢ovych enzymi, jako je AMADH, DAO,
antioxida¢ni enzymy, NADPH oxidasa a S-nitrosoglutathoionreduktasa (GSNOR),
kontrolujici hladinu NO v organismu (Obr.19).

ROS

/ e~ -
Lipidicka \- e
peroxidace &7 GSNO |RSNO

CJ/
'l

-
-

SOD X CAT )
!

Produkce obrannych gend — napt. HSP70

L _ _S-nitrosylace?

Obr. 19 Vliv salinitniho stresu (NaCl) na produkci polyamint (PA), aktivitu klicovych enzymu
spojenych s metabolismem PA a s produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) nebo dusiku
(RNS). NADPH oxidasa (NADPHox), askorbat peroxidasa (APOX), guajakol peroxidasa
(GPOX), superoxiddismutasa (SOD), katalasa (CAT), diaminoxidasa (DAO), aminoaldehydy
(AA), aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH), aminokyseliny (AK), glutation (GSH),
S-nitrosoglutation  (GSNO),  S-nitrosoglutationreduktasa  (GSNOR),  thioly  (RSH),
S-nitrosothioly (RSNO).
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V predlozené praci byl stanoven vliv salinitniho stresu na produkci PA, aktivitu
AMADH, DAO a GuPOX v kontextu s efektem na trovni fyziologickych zmén. Byla
porovnana reakce na salinitni stres dvou genotypt hrachu setého vyznamné se liSicich
V odolnosti vuéi patogennim organismum, kdy P. sativum cv. Kudrnaé je citlivy
genotyp a P. sativum cv. Twinset je genotyp rezistentni vici padli, fusariovému vadnuti
a viru hrachové mozaiky. Salinitni stres mél jednoznacné negativni efekt na vyvoj obou
genotyptt hrachu setého, nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi genotypy.
Pfi porovnani vlivu salinitniho stresu na kofenovém systému byla detekovana
intenzivnéj$i odezva ve vétsin€ sledovanych parametri u P. sativum cv. Kudrnac¢
vV porovnani s P. sativum cv. Twinset. S vyjimkou aktivity DAO, kdy byl detekovan
pokles enzymové aktivity, se aktivity ostatnich enzymua v disledku stresu zvysily.
Vyznamnéj$i zmény v zastoupeni PA byly detekovany u Cad (pokles hladiny) a Spm
(naopak vyznamné zvySeny obsah). Zmény na urovni PA byly vyraznéjsi u P. sativum
cv. Twinset. V nadzemni ¢asti na rozdil od kofenového systému byla DAO aktivita
v disladku salinitniho stresu zvySend a byla naopak detekovdna zvySena hladina Cad
a snizeny obsah Spm. V nasledujicich experimentech bude stanovena produkce NO,
tvorba s-nitrosothiolti pomoci NO analyzatoru a s vyuzitim metody biotin-switch budou
detekovany zmény v intenzit¢ S-nitrosylace klicovych enzymut. Negativni dopad

pusobeni stresu bude dokumentovan stanovenim lipidické peroxidace.
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5 ZAVER

V teoretické Casti predlozené bakalaiské prace byla vypracovana aktualni literarni
reSerSe se zaméfenim na salinitni stres a jeho dusledky na péstovani rostlin. Byly
charakterizovany polyaminy (PA), jejich biosyntéza, katabolismus a také jejich role
pfi ochran¢ rostlin vystavenych pulsobeni stresovych faktord. Byla popsana tloha
enzymu diaminoxidas (DAO) a aminoaldehyddehydrogenas (AMADH), které se ticastni
katabolismu PA. Soucasti teoretické casti je charakterizace oxidac¢niho stresu, jako
odpovédi rostlin vreakci na vngjsi stresové faktory, a Stim spojena charakterizace
antioxida¢niho systému rostlin v ramci rostlinné obranné reakce. Dale byly shrnuty
poznatky tykajici se oxidu dusnatého, jeho biosyntézy a dulezité signaliza¢ni a regula¢ni
funkci v rostlinach.

Experimentalni ¢ast bakalafské prace byla zaméfena na studium vlivu salinitniho
stresu na zmény fyziologickych parametri — délky a Cerstvé vahy kotenti i nadzemnich
¢asti, zmény v obsahu celkovych proteinli, zmény V aktivitaich vybranych enzymu -
DAO, AMADH a GuPOX, a také na zmény V obsahu vybranych polyaminii u dvou
komerénich odrid hrachu setého P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset.

Z vysledku danych experimentt vyplyva:

1) Salinitni stres inhiboval rist zejména nadzemnich casti rostlin. Nebyly
pozorovany vyrazné rozdily v intenzit¢ zmén fyziologickych parametri mezi
porovnavanymi genotypy P. sativum.

2) Celkovy obsah proteind se v pritomnosti NaCl v rastovém médiu zvysil u obou
studovanych genotypt s vyjimkou nadzemni ¢asti P. sativum cv. Twinset.

3) Pii zvysené koncentraci NaCl v ristovém médiu byly pievazné v kotenovych
castech P. sativum cv. Kudrna¢ pozorovany vyznamnéjsi zmeény aktivit enzymu
DAO a AMADH, kdy se aktivita DAO vyrazné snizila, zatimco aktivita
AMADH se zvysila. Naopak zmény v aktivit¢ GuPOX pfii zvySené koncentraci
NaCl byly zaznamenany zejména V nadzemnich ¢astech P. sativum cv. Twinset,
kdy doslo k vyznamnému nartistu enzymové aktivity.

4) Aplikace NaCl do ristového média vyvolala vyraznéjsi zmény v obsahu
polyamind Cad a Spm Vv kofenovém systému a to zejména u P.sativum
cv. Twinset. Vyznamné zvySeni hladiny Put v disledku salinitniho stresu bylo
detekovano pouze Vv nadzemnich castech P. sativum cv. Twinset a Cad naopak

Vv nadzemnich &astech P. sativum cv. Kudrnag.
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5) Z davodu opatieni souvisejicich s nakazou Covid-19 nebylo mozné realizovat
experimenty spojené s testovanim produkce ROS a RNS. Byla stanovena pouze
zména aktivity GuPOX v disledku salinitniho stresu. Na zakladé vyhodnoceni

vysledkt bude nutné v navazujicich experimentech ovéfit zmény v obsahu PA.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA kyselina abscisova

ADC arginindekarboxylasa
AMADH aminoaldehyddehydrogenasa
AO aminoxidasy

APAL 3-aminopropionaldehyd
APX askorbatperoxidasa

AsA kyselina askorbova

BSA hovézi sérovy albumin

Cad kadaverin

Car karotenoidy

CAT katalasa

CBB Coomassie Brilliant Blue G-250
CuAO aminoxidasy obsahujici méd’
DAH diaminohexan

DAO diaminoxidasa

EDTA disodna sl kyseliny ethylendiamintetraoctové
FW cerstva hmotnost

GABA kyselina y-aminomaselna
GPX glutationperoxidasa

GR glutationreduktasa

GSH redukovany glutation

GSSG oxidovany glutation

GuPOX guajakolperoxidasa

Lb leghemoglobin

LDC lysindekarboxylasa

MDA malondialdehyd

MS hmotnostni spektrometrie
NR nitratreduktasa

oDC ornitindekarboxylasa

oTC ornitintranskarbamoylasa

PA polyaminy

PAO polyaminoxidasy

POX peroxidasy

PTM postransla¢ni modifikace

Put putrescin

PVPP polyvinylpolypyrrolidon
RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

SNP nitroprussid sodny

SOD superoxiddismutasa

Spd spermidin

Spm spermin

Ssp salt shock proteiny (proteiny detekované pfii salinitnim stresu)
TCA kyselina trichloroctova
UPLC-MS ultraa¢inny kapalinovy chromatograf s hmotnostni spektrometrii
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