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Klicové enzymy v biochemii stresu rostlin

Souhrn

Tato bakalaiska prace pojednava o kli¢ovych enzymech v biochemii stresu rostlin.
V pribéehu stresu U rostlin dochazi k fad¢ spletitych chemickych reakci, které utvaii komplexni
déj znacné ovlivigjici fyziologické fungovani rostlin. Stres rostlin je zptsoben biotickymi
a abiotickymi stresory, pfi¢emz plati, Ze abiotické stresory meziro¢né zptisobuji znané ztraty
ve vynosu zemédélskych plodin. V pfirodé¢ casto dochazi ke kombinaci biotickych
a abiotickych stresti, se kterymi se rostliny musi soufasné¢ vypotddat. Béhem pilisobeni
abiotického stresu jsou rostliny vystaveny zvySené nachylnosti i na stres biotické povahy.
Bioticky stres je zptisobovan ptedevsim herbivory, dale pak patogeny, kam se tadi zastupci
z fad vird, bakterii a hub. Sucho, chlad a mrdz, zasoleni a toxické kovy jsou nejvyznamnéjSimi
zastupci z fad abiotickych stres.

Vzhledem k usedlému zpiisobu Zivota byly rostliny nuceny vyvinout u¢inné adapta¢ni
a toleran¢ni mechanismy, které jim v prub&hu ptsobeni stresort, poskytnou dostatecné uc¢innou
ochranu. Dale se pak u rostlin v prubéhu evoluce vyvinuly chemické latky, které se aktivné
ucastni fyziologie stresu a jsou schopny do zna¢né miry zajiStovat zvySenou odolnost rostlin
vici stresorim. Nezpochybnitelné sem patii histidinkindzy, dehydriny, abscisova kyselina
(ABA), nemrznouci proteiny (AFP), proteiny teplotniho Soku (HSP) a mnoha dalSich.
V neposledni fadé mezi velice vyznamné latky, které aktivné chrani rostliny pfed oxida¢nim
stresem, jsou neenzymatické a enzymatické obranné mechanismy.

Enzymy jsou vysoce specializované chemické latky majici v rostlinach fadu
nenahraditelnych tGloh. Enzymy spadaji do nejucinngjSich obrannych mechanismi rostlin
v prubéhu oxidativnimu stresu. Pisobeni oxidativniho stresu vyvola v rostlindch tvorbu
reaktivnich forem kysliku (ROS). Do této rozmanité skupiny spadaji latky, které jsou samy
0sobé reaktivnéj§i nez samotny molekularni kyslik. Hovofime o singletovém
kysliku, superoxidovém radikalu, peroxidu vodiku a hydroxylovém radikalu. V této praci se
konkrétné vénuji ttem vyznamnym enzymiim. Kataldza preménuje peroxid vodiku na kyslik
a vodu. Askorbéat peroxidédza taktéZ odstraiiuje peroxid vodiku. Superoxid dismutaza se aktivné

podili na odstrafiovani superoxidu za vzniku peroxidu vodiku a kysliku.

Klicova slova: askorbat peroxidaza, katalaza, peroxidaza, prolin, SOD, sucho



Key enzymes in biochemistry of plant stress

Summary

This bachelor thesis deals with key enzymes in plant stress biochemistry. During stress
in plants, there are a number of complex chemical reactions that form a complex event that
greatly affects the psysiological functioning of plants. Plants stress is caused by biotic and
abiotic stressors, with abiotic stressors causing significant losses in crop yield year-one-year.
In nature, there is often a combination of biotic and abiotic stress that plants muset deal with at
the same time. During abiotic stress, plants are also subject to biotic stress. Biotic stress is
mainly caused by herbivors and pathogens, which include representatives from viruses, bacteria
and fungi. Drought, cold and frost, salting and toxic metals, are the most prominent
representatives from the ranks of abiotic stress.

Due to the sedentary way of life, plants have been forced to develop effective adaptation
and tolerance mechanisms to provide them with sufficient effective protection during stressors.
In addition, during evolution, plants developed chemicals that actively participate in stress
physiology and are able to largely ensure increased resistence of plants to stressors.
Undoubtedly, this includes histidinkinases, dehydrins, abscistic acid (ABA), antifreeze proteins
(AFP), heat shock proteins (HSP) and many others. Last but not least, nonenzymatic and
enzymatic defence mechanisms are among the very importnant substances that actively protect
plants from oxidative stress.

Enzymes are highly specialised chemicals with a number of irreplaceable roles in plants.
Enzymes fall under the most effective plant protection mechanisms during oxidative stress. The
activity of oxidative stress causes the formation of reactive oxygen species (ROS) in plants.
This diverse group includes substances that are in themselves more reactive than molecular
oxygen itself. We are talking about singlet oxygen, superoxide, hydrogen peroxide and
hydroxyl radical. In this work | specifically dedicate myself to the three important enzymes.
Catalase converts hydrogen peroxide into oxygen and water. Ascobate peroxidase also removes
hydrogen peroxide. Superoxid dismutase is actively involved in the elimination of the

superoxide to produce hydrogen peroxide and oxgen.

Keywords: ascorbate peroxidase, catalase, peroxidase, proline, SOD, drought
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1 Uvod

Lidskd populace neustale roste, a i z tohoto divodu jsou kladeny vysoké naroky na
pestovani a produkci plodin. Environmentalni stresy jsou tak pro udrzeni pottebné produkce
zna¢nou hrozbou. Velmi ¢asto dochazi k sou¢asnému pisobeni vice stresortt najednou, a tak se
rostliny musi v jeden okamzik vypotadat s nékolika stresy. V prabéhu stresu dochazi ke
zna¢nému ovlivnéni fyziologickych funkei rostlin. Nej€astéji byva zasazena fotosyntéza a s ni
spojené eclektronové transportni fetézce. U rostlin muze taktéz dochazet ke hromadéni
toxickych latek, které nésledné vyustuji v oxidativni stres. Oxidativni stres v krajnich
piipadech mize zptisobit bunéénou smrt a Gthyn celé rostliny. Uhyn je zptisoben nadmérnym
zatizenim rostlin stresem, se kterym si nedokazi poradit a nemaji vici nému vytvorené
adaptaéni ¢i toleran¢ni mechanismy. Poskozeni rostlin stresem je zna¢né ovlivnéno silou
pusobeni a casovou expozici, po kterou na rostliny ptisobi.

V pribéhu stresu rostlin se uplatiiuje velka skala adaptacnich a obrannych systémd, které
jsou mnohdy na sobé zéavislé a navzajem utvateji velice slozity systém, bez kterého by se
rostliny nemohly G¢inné branit vici jednotlivym environmentalnim stresim a pieckavat tyto
nelehka obdobi. Uplatiiuje se v nich cela fada enzymu, rostlinnych hormont, signalnich
molekul a mnohé prvky metabolickych drah, které na sebe vzdjemné navazuji a vytvari tak
spletitou sit’ chranici rostlinu. Rostliny se danému stresoru brani bud’ nepfimymi cestami, kdy
se snazi ucinek stresoru zmirnit napf. uzavienim stomat, anebo rostliny vyuzivaji pifimé
prosttedky v boji se stresorem. Nejcéastéji se jedna o enzymy, které dokazi svym specifickym
pusobenim pfeménovat toxické latky na latky méné toxické. Toxické latky jsou pfimym
dusledkem metabolismu rostlin, nebo se do rostliny dostavaji z vnéjsiho prostiedi
(pesticidy, tézké kovy). Enzymy jsou nepostradatelnou slozkou vSech organismu. Zajist'uji fadu
dilezitych a pro Zivot nezbytnych tUkonl. Aktivné se ucastni chemickych reakei
v metabolickych procesech. To z nich ¢ini latky nezbytné nutné pro zivot organismu.



2 Cil prace

V literarnim piehledu se zaméFit na problematiku stresu. Zjistit, které enzymy jsou u rostlin
zodpovédné za odolnost vici stresu a které enzymy jsou se stresem rostlin spojovany. Jaky je
mechanismus u¢inku téchto enzymu. Z literatury zjistit i metody stanoveni aktivity téchto
enzymul.
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Literarni reSerse
3 Stres rostlin

Rostliny predstavuji heterogenni, otevieny a dynamicky systém. Jako zivy a otevieny
celek maji schopnost udrzovat svoji homeostdzu. Homeostdza znamend, Ze jsou schopny
udrzovat svlj pivodni rovnovazny stav po Ustupu urcitého stresového faktoru (Tima
& Timova 1998). Rostliny jsou neustdle vystavovany proménlivym vnéj§im podminkdm
(Hnilicka & Stfeda 2016). Vnéjsi podminky mohou zpomalovat jejich Zivotni
funkce, zptisobovat poskozeni urCitych ¢&asti, ¢i v neposledni fadé zpusobit jejich thyn
(Prochazka 1998). Hnilicka & Streda (2016) doplnuji, ze v krajnich ptipadech muze dojit
I kK ihynu celé populace. Vliv negativnich podminek prostiedi pisobicich na rostlinu lze
charakterizovat jako stresovou reakci, ¢ili stres rostlin (Hnilicka & Stfeda 2016). Jen malokdy
pusobi na rostlinuhu pouze jeden stresor. Zpravidla dochazi k ptekryvu negativné ptisobicich
stresort (Kmet' & Kurjak 2014). Stres rostlin mize byt bud’ bioticky ¢i abioticky. V piipadé
biotického stresu rostlinu negativné ovliviuji ostatni organismy (Shinozaki et al. 2015).
Bioticky stres je zplisoben patogeny, okusem ¢i antropogennim piisobenim (Hnilicka & Stfeda
2016). Abioticky stres muze byt z nadbytku ¢i nedostatku fyzikalné-chemickych faktori
(Shinozaki et al. 2015). Abiotickym stresem je napiiklad: svétlo, sucho, chlad ¢i pisobeni
toxickych kovi (Hnilicka & Stieda 2016). Za piiklad 1ze uvést nedostatek vody v pudé, ktery
je velmi casto doprovéazen vysokymi teplotami (Kmet' & Kurjak 2014). Neustale ménici se
klimatické podminky abioticky stres stale zhorSuji (Tuteja & Gill 2016).

Stres u rostlin je podstatné slozitéjsi, nez u zivocichd. Rostliny na rozdil od Zivocichi
maji usedly zptsob Zivota, a tak nemohou pied pisobenim stresoru utéct. V neposledni fad¢ je
u rostlin mnohem vétsi mezidruhova variabilita 1 heterogenita vnitiniho prostedi (Prochazka
1998). Aby mohly rostliny odolavat pisobicim stresim, vyvinuly Si obranné mechanismy.
Zacaly manipulovat se svym tolerancnim potencidlem prostfednictvim integrace (Tuteja & Gill
2016). Vngjsi prostredi taktéZ vyznamné ovliviiuje expresi genetické informace (Hnilicka &
Stfeda 2016). Timto zptsobem doslo k pfizptsobeni se a adaptovani se vii¢i jednomu ¢&i vicero
stresorim (Sebanek et al. 1983). Rostliny jsou schopné zménit své morfologické, anatomické,
fyziologické, biochemické a molekularni parametry, které maji za ukol udrZzovat homeostazu
jako odpovéd’ na ptisobeni stresu (Kmet’ & Kurjak 2014).

Béhem poslednich dvou desetileti je zaznamenavam obrovsky pokrok v oblasti

genomiky a molekularni genetiky, které vyznamné pfispély k pochopeni odolnosti rostlin viici
biotickym strestim a toleranci abiotickych strest (Varshney & Tuberosa 2013).
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Obr. €. 1. Rozdéleni biotickych a abiotickych strest a jejich
Cinitelé. (Cerkal 2011) (Dostupné z:
http://web2.mendelu.cz/af 291 sklad/habilitacni_prednasky/h
abilitacni_prednaska_cerkal.pdf ke dni 29.11. 2020)

3.1 Biotické stresy

Plvodci biotickych strest rostlin jsou ostatni organismy. Do téchto organismu fadime
zastupce z fad bakterii, vir, hmyzu, bylozravci a parazitickych rostlin. Jedna se o potencialni
pric¢iny naruseni ristu, vyvoje a reprodukce. Rostliny vzhledem ke zptsobu svého zivota musi
S témito organismy bojovat piimo, aniz by opustily své misto (Shabala 2017).

Bioticke stresy ptedstavuji velkou hrozbu pro produktivitu rostlin. Opatieni na ochranu
rostlin jako je vyuZzivani pesticidi ¢i zavadeéni rezistentnich genti do kultivarti byla doposud
ucinnou ochranou. Zaroven toto ale bohuzel vedlo k neustalému vyvoji biotypt, patotypi,
kmeni $kidct a chorob, které se na tyto zpiisoby ochrany zadaptovaly a staly se tak rezistentni
(Varshney & Tuberosa 2013).

3.1.1 Interakce s ostatnimi Zivo¢ichy

Rostliny jsou neustdle v nebezpe¢i poskozeni Casti svého rostlinného téla zivocichy.
Témito Zivocichy jsou predevsim zastupci fytofagniho hmyzu a evoluéné vyssich bylozravca
(Prochazka et al. 1998). Samotny suchozemsky bylozravy hmyz piedstavuje cca 25 % ze vSech
zivociSnych a rostlinnych druhti (Peterson & Higley 2000). Béhem interakce rostliny S témito
herbivornimi zZivoéichy dochazi bud’ k ptimému oZeru rostlinné ¢asti, poskozeni rostlinnych
pletiv jedovatymi latkami, nebo K ptenosu jinych skodlivych ¢initelt (napft. viry) (Hurnak et al.
1986). Nadmérny okus ¢i ozer vede napiiklad k fotoinhibici, coz znamend docasné pieruseni
transportu elektrond. PreruSeni transportu elektroni muze vyustit az v fotodestrukci, kdy
dochazi k trvalému poskozeni bunéénych membran (Kmet & Kurjak 2014). Neékteti
zivoc¢ichové mohou rostlinu vystavovat stresu neptimou ¢innosti. Rostlinu zatézuji ku ptikladu
svymi vymesky a vykaly, coz muze vést az k thynu rostliny (Huriidk et al. 1986).

Organizmy, které maji za zdroj potravy rostliny, se nazyvaji obecné jako herbivofi.
Herbivofti se d€li na selektivni a neselektivni herbivory. Prvni skupina si vybird bud’ jen urcité
druhy rostlin, pouze urcité ¢asti rostliny nebo pouze urcitou vyvojovou etapu rostliny. Druha
skupina pozird bez vybéru celou rostlinu (Blaha et al. 2003).
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3.1.1.1 Ochrana proti Zivoc¢ichim:

Aby se rostliny mohly herbivorim branit, vyvinuly se u nich morfologické
a morfogenetické adaptace. Lze uvést ostré trny, ostré trichomy, tuha sklerenchymaticka pletiva
nebo i rychla regenerace jednotlivych rostlinnych ¢asti/organti (Prochazka et al. 1998). Rostliny
jsou také schopné vyuzivat své energetické produkty k vytvofeni ochrannych struktur.
Ochranné struktury, jako jsou celulosa a lignin, tvoii nésledné skotapky ¢i slupky okolo
semen, nebo tvoii dievité ostny na stoncich rostlin (Blaha et al. 2003).

Nékteré sekundarni metabolity rostlin ptisobi odpudivé ¢i piimo toxicky na herbivory.
Kvalitativné vyznamné metabolity se sice vyskytuji v nizkych koncentracich, ale jsou toxické.
Jedna se o alkaloidy, glykosidy uvoliujici kyanovodik a mnoho dalSich (Prochazka et al. 1998).
Nékteti Skidci si vSak v pribéhu evoluce tolerance vytvofili rezistenci vici témto latkam
(Prochézka et al. 1998; Blaha et al. 2003). Kvantitativni metabolity se nachézi v rostlinach ve
vEtsi mire, ale nejsou toxické (Blaha et al. 2003). Nasledkem je $patna stravitelnost, nechutnost
az toxicita. Do této skupiny se fadi lignin, taniny a fenolické latky. Syntéza kvantitativnich
metabolitli je energeticky naro¢na, proto rostliny vybaveny témito latkami zpravidla rostou
pomaleji (Prochazka et al. 1998).

Peterson & Higley (2000) ve své publikaci dale uvadéji, Ze rostliny také mohou vyuzivat
jinou strategii. Mohou rast v blizkosti jinych rostlinnych druhti, které jsou konkrétnimi
herbivory vice preferovany. Blaha et al. (2003) dopliuji, Ze fada rostlin v tropickém de$tném
pralese také mystifikuji bylozravé organismy tim, Ze simuluji zmenSeni své listové plochy
sttidanim zelenych a tmavych barev na listové cepeli. Vytvareji tak dojem, ze jsou jiz
herbivorem poskozeny.

3.1.2 Interakce s pathogennimi organismy

Reakce rostlin na pathogeny je rozdilna, a to podle toho, jakym Skidcem je rostlina
napadena a v jaké vyvojové fazi rostliny k napadeni doslo. Napadeni rostliny témito organismy
se projevi symptomaticky. Projev symptomd je zavisly na ¢asu. Jinak vypada projev na zac¢atku
napadeni a jinak vypada v kone¢né fazi napadeni. Intenzita projevu symptomi je ovlivnéna
podminkami prostiedi (Kazda et al. 2001). Pivodci riznych onemocnéni rostlin pronikaji do
rostliny riznymi cestami. K pasivnimu priniku, ¢ili pfi sani hmyzem nebo mechanickém
poskozeni, se uchyluji nejcastéji bakterie a viry. Houbové pathogeny pronikaji do vnitinich
pletiv pfes neposkozeny povrch organt rostlin (Sebanek et al. 1983). Blaha et al. (2003)
doplnuji, ze fada houbovych pathogenti pronika do rostliny aktivné diky fadé lytickych enzymti,
které narusuji bunécnou sténu.

Patogenie spadd pod parazitismus. Ackoliv parazité nezpiisobuji okamzity uhyn
rostliny, pienasSeji infekéni onemocnéni. Nejobvyklej§i je pfenos onemocnéni za pomoci
mezihostitele-nejcastéji hmyzem (Blaha et al. 2003). Prinik patogennich organismi do rostliny
je znaéné ztizen pevnou bunéfnou sténou (Prochazka et al. 1998). Odolné;si rostliny maji
siln€j$i epidermis nebo i vyssi obsah ligninu, ktery zpeviiuje bunécéné stény. Odolnost (imunita)
rostlin ma proti jednotlivym parazitim geneticky zaklad (Blaha et al. 2003). Podnét k obranné
reakci dava specificky metabolit (elicitor). Ten se uvolnuje pii interakci bunky s pathogenem.
Elicitory mohou byt polysacharidy, enzymy, peptidy, oligomery chitinu, glykoproteiny...
Elicitor za pomoci pfenasecu signalu neptimo ovliviiuje genovou aktivitu. Nejcastéji se aktivuje
tzv. fosfoinositidovy systém, ktery pii hydrolyze lipida plasmatické membrany generuje dvé
signalni slouceniny-inositol-1,4,5-trifosfat a diacylglycerol, ktefi za pomoci ionti vapniku
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aktivuji proteinkinazy a nakonec i expresi genti (Prochazka et al. 1998). Aktivaci specifickych
genu se spusti tvorba superoxidu, ktery je dilezity pro zvysSenou iniciaci genové exprese (Blaha
et al. 2003).

Béhem napadeni rostliny dojde k porucham fyziologickych funkci v riizné mife. Méni
se fyzikalné-chemické vlastnosti protoplasmy (piedevSim propustnost, vodni provoz,
fotosyntéza i dychani). Podstatné zmény nastavaji v metabolismu sacharidt, dusikatych latek
i n&kterych kyselin (Sebanek et al. 1983).

3.1.2.1 Viry

Viry se mnozi v buiikach rostliny. Uvnitf buiiky brzdi syntézu latek (Huriidk et al. 1986).
(Caca et al. 1981). Viry jsou organismy tvofené pouze RNA & DNA a bilkovinou (Kazda et al.
2001). Jejich infekénost spociva pravé v jejich nukleové kyseling, ktera je tvofena
i kompletnimi virovymi &asticemi (Caa et al. 1981). Viry jsou nejvice pienaseny hmyzem a to
pfedev§im mSicemi a kiisy (Blédha et al. 2003). NejcastéjSim projevem viril je zména tvaru
jednotlivych organti a zména barev listh ¢i jinych ¢asti. Viry nejvice zasahuji do normalniho
fungovani fotosyntézy (snizuji ji), zvySuji dychani a snizuji aktivitu latek, které maji za kol
usmeérnovat rist (Hurnak et al. 1986).

3.1.2.2 Bakterie

V nasem mirném padsmu maji bakterie jako piivodci bakteriozy mensi vyznam nez viry
a houby (Caca et al. 1981). K napadeni rostlin dochazi pouze v piipadech, kdy je jiz rostlina
néjakym mechanickym zpisobem poskozena ¢i je jiz poskozena jinymi parazity (Hurnak et al.
1986). Bakterie nalezi do tiidy prokaryot. Jako fytopatogenni bakterie se nejvice vyskytuji
v podobé¢ aerobnich bi¢ikatych ty¢inek. Nejznaméjsi patogenni rod je Streptomyces (Kazda et
al. 2001). Ptiznaky bakteridzy jsou napi. nekrozy, hnilobné procesy, hypertrofie, tumory
a vadnuti a Zloutnuti (Caa et al 1981).

3.1.2.3 Houby

Ze vsech puvodci chorob piedstavovaly houby v roce 1981 cca 84 % ekonomicky
zédvaznych ztrat (Caca et al. 1981). Fytopatogenni houby se nachazi téméf ve viech taxonech
(Kazda et al. 2001). Do rostliny vnikaji pruduchy ¢i poranénymi misty tak, ze jejich spory
vykli¢i a nésledn€ dochazi k proriistani do téla rostliny. Na konci klicku ma spora ztenceny
hrot, kterym je schopna prorazit pokozku listu a nasledné¢ do néj proniknout. Odolnost rostlin
proti houbam zavisi na pevnosti a sile kutikuly (Hurnak et al. 1986). Houby Ziji
vV mezibunécnych prostorach. Jejich Skodlivost spociva predevsim v jejich enzymatické ¢innosti
a v toxinech, které houby produkuji. Symptomy nakazy jsou nekrozy, hypertrofie a hyperplazie
(Blaha et al. 2003).

3.1.3 Alelopatie

Paklize si rostliny navzajem konkuruji ¢i mezi sebou maji antagonistické
vztahy, mluvime o alelopatii (Caca et al. 1981). Alelopatie je zptisob boje rostlin o své misto
v daném ekosystému (Blaha et al. 2003). Vybrané sekundarni metabolity produkované jednou
rostlinou plisobi na ostatni rostliny v bezprostiedni blizkosti inhibi¢né aZ toxicky (Prochéazka et
al. 1998). Alelopatické rostliny zasahuji ostatni rostliny tim, ze do pudy rozptyluji chemické
latky, které mohou branit ristu sousednich rostlin, vychytavani Zzivin 1 samotnému
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kliceni (Pisula & Meiners 2010). Ze zdrojové rostliny musi byt vylou¢eny ucinné latky
v dostate¢né koncentraci, aby doslo k ovlivnéni cilovych rostlin (Prochazka et al. 1998). Pod
alelopatii spada i tzv. Gnava pudy, kterd se projevuje snizenim vynosu, ale 1 viditelnymi
ptiznaky chorobného vztahu (Caca et al. 1981).

Alelopatie je i potencionalnim vysvétlenim pro problematiku invazivnich druht rostlin,
Nova invazni rostlina muze totiz produkovat nové evolu¢ni chemické latky (Pisula
& Meiners 2010). Citlivosti jednotlivych druht rostlin na chemické latky jsou zna¢né rozdilné.
Z tohoto diivodu se predpoklada, ze kazdy dany druh ma rozdilné detoxikacni mechanismy.
Mezi nejcastéjs$i pozorované projevy alelopatie patii inhibice membranovych funkci, Spatny
piijem iontt, inhibice rastu bunék a kliceni (Prochazka et al. 1998).

3.1.4 Antropogenni vlivy

Do biotickych stresi fadime bohuzel i lidskou &innost. Clovék svymi &innostmi
znecist'uje povrchové i podzemni vody. Ovlivituje 1 atmosféru a ekosystémy. Diky lidskym
¢innostem kazdorocné€ vymird mnozstvi druhti organismi a sniZzuje se tak druhova rozmanitost.
Clovek ovliviiuje globalné Zemi zemédélstvim, praimyslem, urbanizaci a dopravou (Blaha et
al. 2003).

3.2 Abiotické stresy

Abioticky stres je pfedevsim zpisoben nadmérnym ¢i deficitnim ptisobenim chemicko-
fyzikalnich ciniteld. Pod abiotické stresy spada také pisobeni environmentalniho prostredi
(povodné, sucho, vysoké ¢i nizké teploty, salinita pudy atd.) VSechny tyto environmentalni
faktory mohou na rostliny piisobit zna¢né neptiznivé. Fytotoxické slouceniny, jako je napf.
ozon, mohou taktéz poSkozovat rostlinné tkané (Shinozaki et al. 2015). Abiotické stresy patii
K hlavnim pfi¢inAm omezovani produktivity plodin napii¢ svétem. Nejkritictéjsi casti
zemé&delské produkce jsou neustale ménici se klimatické podminky, ¢ili abiotické faktory
(Chakraborty & Chakraborty 2015). Pokud dochazi u rostliny k abiotickému stresu, tak je zde
vyskytu biotického a abiotického stresu muize dochazet k prekryvani riznych signalnich
drah, které se navzajem mohou ovliviiovat ¢i inhibovat. V nedavnych studiich bylo také
prokazano, ze rostliny, na které pisobi stresy v kombinaci, upfednostiuji své obranné reakce
pouze na jeden stres (Suzuki et al. 2014).

3.2.1 Sucho

Voda ma v ekosystému rychly kolob&éh. Zasoby vody v padé jsou proto velmi
proménlivé (Prochéazka et al. 1998). Optimalni obsah vody je specificky pro kazdy rostlinny
druh. Voda je pro rostlinu Zivotné dulezita. Ma nespocet funkci. Mezi nejdulezitéjsi funkce
patii: termoregulace, rozpoustéci schopnost (translokace), stavebni slozka a schopnost
fotosyntetizovat (Novadek 2008). Casté sucho v kombinaci s vysokymi teplotami je hrozici
nebezpeci globalniho oteplovani v zemédélstvi. Sucho méni strukturu i samotnou funkci rostlin
(Shabala 2017). Chakraborty & Chakraborty (2015) dopliuji, Ze expozice tepelnému stresu
muze zpisobit fadu zmén v morfologii, anatomii a fyziologii rostlin. Toto vede az k pieskupeni
bunék, coz negativné ovliviiuje rast a samotny vyvoj rostliny. V kone¢ném disledku nastava
sniZzeni vynosu. Lidskd populace neustale roste a z tohoto diivodu je vyvijen velky tlak na
zeméd€lstvi a produkei plodin (Shinozaki et al. 2015). Aby zeméd¢€lstvi bylo schopné zajistit
zdroj potravy pro narustajici lidskou populaci, je nutné slechténi novych kultivari. Nezbytné
pro rozvoj kultivari tolerujici sucho je pochopeni dopadu, mechanismu a vlastnosti, které jsou
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zakladem tolerance sucha (Shabala 2017). Je zde snaha nalézt QTL geny (quantitative trait
locus), které jsou tizce spjaty s toleranci a odolnosti vii¢i suchu (Hnilicka & Streda 2016). Jedna
se o geny, které jsou zakladem kvantitativnich znakt (Kearsey 1998). Komplikace ve $lechténi
vuci suchu spociva v nizké heritabilite této polygenni vlastnosti (Hnilicka & Stieda 2016).

Z meteorologického hlediska je sucho obdobim s vyrazné méné srazkami (Jenks
& Hasegawa 2014). Dopliovani vody srazkami neni navic ani pravidelné (Prochazka et al.
1998). Voda se dopliuje nejen v podobé atmosférickych srazek (dést, snih), ale
i kondenza¢nimi srazkami (mlha, rosa). Mnozstvi srazek, které dopadaji na danou lokaci, je
dano zemépisnou polohou i nadmoiskou vyskou. MnoZstvi srazek pro Ceskou republiku bylo
v roce 1986 500 az 600 mm za rok (Slavikova 1986). Jsou ale i ptipady, kdy sucho nesouvisi
pouze s nedostatkem srazek. V jistych lokalitach se zvySenym obsahem soli v piidé mize tato
stl ztézovat piijem vody rostlinnymi koteny, ackoliv mnozstvi vody v piad¢ je dostacujici
(Shinozaki et al. 2015). Pro zdarny rist a vyvoj rostlin je dilezité spravné rozlozeni srazek pies
cely rok. Pokud je ptes rok pietrvavajici sucho s malym vyskytem srazek, dochazi ke znaénému
omezeni rozsifeni rostlin (Slavikova 1986).

| pouze malé zmény v zasobovani vodou ze zem¢ mizou zhorsit denni pfijem vody
rostlinou. Béhem dne jsou tak rostliny vystavovany dehydrataci. Pfes den ma rostlina své
stomata oteviena a je nizka relativni vlhkost. To se méni v noci, kdy jsou ale stomata zaviena
a rehydratuji se. Pruduchy reaguji na svétlo. Oteviraji se, jakmile je dostatek svétla pro
fotosyntézu. Po zapadu slunce, kdy jiz neni dostatek svétla, se pruduchy zaviraji (Vlasakova
2011). Rostlina pii pretrvavajicim suchu nakonec nebude schopna udrzet hydrataci ani pii
zavienych stomatech (Jenks & Hasegawa 2014). Bylo prokazano, Ze rostliny mohou pfi rychlé
transpiraci ztracet rychleji vodu. Rostliny jsou vSak v tomto ptipad¢ schopné ptivtit priduchy
a zpomalit tak transpiraci, a to bez ohledu na vodni potencial listd, ktery se nemusel zménit.
Reakce rostliny na vodni deficit vznika v kofenech a signal je nasledné prenasen do nadzemnich
Casti rostlin (Gloser 2014). Kofen je Cast rostliny, ktera primarn¢ zodpovida za piijem vody.
Kotenové vlasky rostouci z kotene slouZzi ke zvétSeni plochy kofene a tim dochdzi 1 k vétSimu
pfijmu vody (Slavikova 1986).

Stav vody V rostliné nam udava tzv. vodni potencial (Gloser 2014). Vodni potencial
vzduchu v oblasti listll je velmi nizky, to je divod, pro¢ jsou rostliny vystavovany nebezpeci
vodniho stresu (Prochazka et al. 1998). Jednotkou vodniho potencialu je pascal (Jenks
& Hasegawa 2014). Mé&fenim vodniho potencialu listdh se da stanovit stres suchem.
V hodnotach do -0,5 MPa se jedna o mirny stres, kdy rostlina zpomali svij rist. Pfi hodnotach
-0,5 do -1,5 MPa se jedna o stfedni stres. V hodnotach pod -1,5 MPa se jedna jiz o velmi silny
stres a dochazi k vadnuti rostlin v disledku prudkého poklesu turgorového tlaku v bunkach listi
(Prochazka et al. 1998; Hnilicka & Stieda 2016). Paklize vodni potencial dosahne hodnoty
okolo -1,0 MPa, dochazi u n¢kterych druhti k syntéze aminokyseliny prolinu, cukrti, alkoholi
a dalsich latek. Pokud nedostatek vody bude pietrvavat, pak se za¢nou projevovat metabolické
zmény. Nejvetsi a nejznatelnéj$i metabolické zmény se tykaji fotosyntézy a transportnich
vlastnosti bun¢k (Blaha et al. 2003).

3.2.1.1 Poskozeni suchem

Reakci rostliny na vodni deficit mize ovliviiovat mnoho faktord, vcetné trvani
nedostatku vody, rychlosti nastupu a potazmo mozné aklimatizace na stres (Shinozaki et al.
2015). Pti nedostatku vody se snizuje nejen rust a schopnost rostlin fotosyntetizovat, dochazi
I ke snizovani aktivity fady enzymu (Bléha et al. 2003). Snizovanim své aktivity jsou specifické
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napf. nitratreduktazy. Nékteré enzymy ale naopak svoji aktivitu zvysuji. Jedna se o a-amylazy,
ribonukleazy a o n€které hydrolazy (Prochazka et al. 1998). Sucho jde ruku v ruce s vysokymi
teplotami. Paklize dojde k ptekroceni teploty nad enzymova metabolicka optima, dochazi
k inaktivaci az denaturaci enzymu (Begon et al. 1997). Pii teploté nad 40°C dochazi u rostlin
k zavaznym zménam ve vlastnostech bunéénych membran a proteinti (Prochazka et al. 1998).
Presto ale byl objeven antagonisticky vztah mezi suchem a vysokymi teplotami. Béhem
vysokych teplot maji rostliny sva stomata oteviena, aby dochazelo k ochlazovani lista.
V kombinaci se suchem jsou ale stomata zaviena. Dochazi tak ke zvySeni teploty na povrchu
listii a ke sniZeni aktivity fotosyntézy (Shaar-Moshe et al. 2017).

Za piimy ucinek sucha se pak povazuje vadnuti v disledku poklesu tugoru a ztraty
vodivosti pletiv xylému (Hnilicka & Stfeda 2016). Turgor hraje velkou roli v ristu
a Vv prodluzovani bunék. Je taktéz dulezity pro otevirani priduchti, pohyb listli a kvétnich obalti.
Pro spravné udrzeni turgidity je nutny staly pfisun vody (Blaha et al. 2003). Nejcitliveji reaguji
bunky zajist'ujici dlouzivy rast bunék. Rychlost ristu totiz zna¢né zavisi na turgorovém tlaku.
K nejvétsimu poskozeni dochazi na listech (Prochdzka et al. 1998). Pii deficitu vody stoupa
vodni potencial do stale zdpornéjsich hodnot. Rostlina nedokéze vodou zaplnit xylém, coz vede
K tzv. kativaci, ktera vede ke ztrat¢ turgoru a vadnuti rostlin (Shabala 2017).

V disledku sucha rostlina omezuje svoji fotosyntézu a tim dochazi k mensimu piijmu
COz. Jsou dva zpiisoby, jak dochazi k omezeni fotosyntézy, a to konkrétné stomatalni
a nestomatalni inhibici. Zkoumanim urcitych druhti rostlin bylo zjisténo, Ze docasné muze byt
pfi nestomatalni inhibici v mezibunéénych prostorach zvysSeny obsah CO2. Tato zvySena
koncentrace CO> pak zpusobuje uzavieni priducht (Blaha et al. 2003). Na snizeni aktivity
fotosyntézy maji taktéz vliv chloroplasty, které snizuji v disledku sucha svoji aktivitu. K tomu
dochazi primarné z divodu uzavieni pruduchd, ¢imz se snizi dostupnost CO2 v chloroplastech
(Vlasakova 2011).

3.2.1.2 Adaptace na sucho

Rostlina brani ubytku vody chranénim svych odpatrovacich ploch, napt. uzavienim
praducht (Begon et al. 1997). Priduchy jsou pro rostlinu velmi dtlezité, jednak zajistuji
transpiraci, chod fotosyntézy, a jednak reguluji piijem CO2 (Vlasakova 2011). Co se tyce
vodniho potencidlu, mechanismy ptfedchazejici suchu se snazi zachovat homeostazu tim, Ze
Setfi vodu a udrzuji potencial vody v tkanich na vysoké urovni (Jenks & Hasegawa 2014). Dalsi
taktikou rostliny, jak se vyhnout vodnimu stresu je zredukovani listové plochy, nizsi
vzrist, svinovani listl a tvorba voskové vrstvy, ktera brani neproduktivni transpiraci odrazenim
slune¢ni radiace. Diky voskové vrstvé se list ochlazuje a snizuje transpiraci bez ohledu na
nutnost uzavieni priduchti (Hnilicka & Stfeda 2016). Kratky zivotni cyklus rostliny taktéz
chrani rostlinu pied obdobim sucha (napf. diivéjsi kveteni, nasazeni semen) (Repkova 2013).

Urcité rostliny snaseji sucho bez zjevné ztraty turgoru. Pro ziskani vody z ptidy musi
kofen rostliny upravit gradient vodniho potencialu tak, aby voda proudila smérem k povrchu.
To znamena, ze vodni potencial musi byt niz8i nez v okolni pid¢. Mnohé rostliny také provadi
upravu svého osmotického potencidlu tim, Ze zacnou regulovat pocet rozpusténych latek.
Osmoticka uprava je vysledkem ¢istého nartistu poctu rozpusténych latek v bunikach (Shinozaki
et al. 2015). Osmoticky tlak je rostlina schopna regulovat akumulaci n¢kterych latek, jako
napt. prolinem, sacharidy ¢i proteiny ze skupiny dehydrint (Hnilicka & Stieda 2016).
Dehydriny plni v rostliné obdobnou funkci jako osmotika (Repkova 2013). Pfedpoklada se, Ze
osmoticka tprava je zasadni v procesu aklimatizace rostliny na sucho (Shinozaki et al. 2015).
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3.2.1.3 Biochemie stresu suchem

Plasmatickd membrana je prvni, ktera ¢eli nadmérnému teplu. Po zacatku stresu bunky
plasmatické membrany za¢nou vysilat signdly a na zéklad¢ téchto signali zacne probihat
exprese genu (Chakraborty & Chakraborty 2015). Snimani stresu provadeji membranove
snimaci proteiny patii kinazy a histidinkindzy. Transdukce signdlu je slozity jev, protoze stres
ze sucha muze piijit v riznych fazich vyvoje. Pfesny mechanismus, jak receptory prendsi
stresové signaly na navazujici signalni molekuly, neni doposud zcela objasnén (Tuteja & Gill
2016).

Genu podilejicich se na stresové reakci je cela skala. Geny zapojené ve stresové
odpovédi na sucho konkrétné kéduji dveé skupiny proteinti. Prvni skupina proteind zajistuje
toleranci ke stresu suchem, a to konkrétné produkci enzymi, které hraji roli v biosyntéze
osmolytl, produkci proteinti vodnich kanald, produkei detoxikacnich enzymd, dale syntézou
transportnich bilkovin cukrd, prolinu a proteazy. Druha skupina proteini ma na starost
bilkoviny (napft. proteinkindza), které se ucastni pfenosu signalu a expresi gend, které jsou pro
stresovou reakci dulezité jako transkripéni faktory (Hnili¢ka & Streda 2016). Béhem nedostatku
kyselina (ABA). Jeji syntéza je jedna z prvnich po detekci sucha v signalizaénim procesu
(Tuteja & Gill 2016). ABA ma primarné za ukol v listech uzavirani priducht (Blaha et al.
2003). Geny, které se podili reakci na vodni deficit lze zafadit do 3 skupin, a to dle jejich
citlivosti k ABA. Neresponzivni k ABA jsou geny, u kterych je jejich exprese regulovana
nedostatkem vody. OvSem nereaguji na ABA, ktera byla dodana z vné&jsku. Jako responzivni
k ABA lze charakterizovat geny, u kterych je jejich exprese podnicena nedostatkem vody ¢i
dodanim ABA z vnéjsku. Posledni jsou geny, které ke své expresi potfebuji ABA (Repkova
2013). Misto syntézy ABA v rostling je v cytoplazmé, kde se nasledné i hromadi. Misto
hromadéni ABA najdeme i v chloroplastech. Bylo popsano, ze ABA vznika z vétSich molekul,
zfejmée se jednd o molekuly karotenoidii. Pfi pisobeni stresoru se ABA transpiraénim proudem
pfemisti ke sveéracim bunkdm (Vlasdkova 2011). Ktomu dochazi jiz pti vadnuti listh.
Koncentrace ABA se v rostliné mtze béhem 20-30 minut zvysit az 50x. Nasledné po piesunu
ABA z cytoplazmy, Vv listech dochézi k uzavirani priduchti (Repkova 2013). Na koncentraci
ABA V jejim mist¢ pusobeni zavisi na pH apoplastu v listech. Béhem stresu dochézi ke
zvySovani pH v apoplastech a ABA jako slaba kyselina se pohybuje zbun&k pravé do
apoplastu, a tim se zvySuje piivirani praducht (Gloser 2014). Po uzavieni praduchii nastava
pokles v rychlosti vymény plynd. Tim se pak snizi rychlost fotosyntézy a transpirace
(Prochazka et al. 1998). Signaly ABA jsou vnimany riznymi bunénymi receptory (Jain et al.
2014).

Obr. ¢. 2. Chemicky vzorec abscisové
kyseliny. (Vlasidkova 2011)



3.2.2 Chlad a mraz

Radu let jsou nepiiznivé teploty uznavané jako stresory. Tyto stresy maji velky dopad
na rust rostlin. Rostliny jsou v ramci svych rostlinnych druhti rizn¢ citlivé k nizkym teplotam.
K nejvice zasazenym druhiim patii rostliny z tropického a subtropického pasma (Shabala
2017). Chlad a mraz omezuji rostliny i v dalSich faktorech. Diky nizkym teplotam dochazi
k omezeni preziti 1 hojnosti ekosystému (Ahmad et al. 2019). Jednotlivé rostlinné funkce maji
tzv. teplotni hranici (Slavikova 1986). VétSina rostlin ma optimalni teplotu v rozsahu 20 az
25°C. U mnoha rostlin hrozi poSkozeni chladem jiz pii 10 °C v dusledku destrukce
membranovych struktur (Begon et al. 1997). Pokud dojde k pickro¢eni idealni teplotni
hranice, dochazi k poSkozeni protoplasmy bun€k, coz muize vyustit az k jejich odumfieni
(Slavikova 1986). Nékteré rostliny jsou vuci nizkym teplotam odolné a expozice stresem u nich
muze vyustit az k vyvojovym zménam. U druhii, které se nedokazou se stresem spravné
vyrovnat, dochazi k nachlazeni. Ziskani tolerance vuéi nepiiznivym teplotam je spojeno se
zménou v obsahu metabolitii. Dochézi ke hromadéni rozpustnych cukrii, dehydrind a latek,
které maji detoxikacni vlastnosti proti reaktivnim formam kysliku. Proces nachlazeni neprobiha
pouze jednim mechanismem. Nachlazeni je vnimano velkou Skélou senzorickych urovni
(Shabala 2017). Vétsi nachylnost k teplotnim stresim maji uzitkové rostliny. Pro stupeni
poskozeni rostliny chladem je dilezita doba expozice tohoto stresoru (Prochazka et al. 1998).
Poskozeni se tedy nemusi projevit okamzité (Blaha et al. 2003). Okurkové listy jsou naptiklad
poskozovany az po tydenni expozici, kdy teplota dosahovala okolo 10 °C. Nejcitlivéji reaguji
na chlad kvétni organy, které se nachdzi v raném stadiu vyvoje (Prochazka et al. 1998).

Je nutné rozliSovat citlivost na chlad a citlivost na mréz. Jako chladovy stresor se
oznacuje teplota, kterd se pohybuje nad bodem mrazu. K poskozeni rostlin tak dochazi i pfi
teplotach nad bodem mrazu. Vétsina rostlin v nasem podnebném pasmu je proti mrazu odolna
(Bléha et al. 2003). Chladovy stres na rozdil od mrazu musi plsobit déle, aby se poSkozeni
mohlo projevit (Begon et al. 1997; Shinozaki et al. 2015).

Nizké teploty ovSem nejsou pouze negativné plsobici. Vystaveni chladovym teplotam
je nutné k urychleni pfechodu z vegetativni faze do faze reprodukéni. Chladné teploty jsou
taktéZ nutné pro tvorbu pupenti a v neposledni fadé lze chladem aktivovat semena, ktera nebyla
¢inna (Shabala 2017).

3.2.2.1 PoSkozeni chladem a mrazem

Piimy Gc¢inek poskozeni chladem zahrnuje ztuhnuti membranovych proteinii a snizeni
aktivity enzymi, k c¢emuZ dochdzi béhem kratké doby. Nepiimy uc€inek zahrnuje Unik
rozpusténych latek, nerovnovédhu v dychdni a fotosyntéze, hromadéni toxickych latek
a v dasledku ztraty vody i1 vadnuti (Shinozaki et al. 2015). Bylo taktéz prokdzano, ze chladovy
stres zvySuje akumulaci singletniho kysliku, peroxidu vodiku a superoxidovych radikalti. Mezi
ruzné piiznaky nachlazeni rostliny patii Spatné kliceni, zakrnélé sazenice, zezloutnuti listh
a vadnuti (Tuteja & Gill 2016). Zrychlenim dychani se rostlina snazi vyrovnat poskozeni
a prizpusobit se (Blaha et al. 2003). Dale Blaha et al. (2003) ve své publikaci uvadi fakt, ze pii
teploté v rozmezi 0-5 °C se pruduchy uzaviraji, a tim se proces dychani znemozni.

Béhem namahani rostliny chladem dochdzi ke sniZovdni schopnosti
fotosyntetizovat, coz zasadn€é omezuje jeji zivotni projevy (Ahmad et al. 2019). Nizka teplota
vyrazné€ poskozuje elektronovy transportni fetézec, ale nevykazuje takika Zadny vliv na pfijem
fotoenergie. Nasledkem toho jsou chloroplasty vystaveny nadmérné excitacni energii a pfi
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soubézné produkci ROS dochazi k fotodestrukci molekul kysliku. Vznikd oxidacni stres se
zvySenou hladinou volnych radikalt, ktery poskozuje membranové lipidy a proteiny, taktéz
poskozuje makromolekuly v chloroplastech (Shinozaki et al. 2015). K nejvice zasazenym
organelam patii pravé chloroplasty, mén¢ pak mitochondrie a peroxizomy. Blaha et al. (2003)
dopliuji, Ze tyto zméeny jsou vratné. Zalezi vSak na délce expozice chladem. Plati, Ze ¢im déle
pusobil na rostlinu chlad, tim delsi je pak navrat k normalni fotosyntéze a dychani. Byly taktéz
pozorovany zmény ve struktuie cytoskeletu. Naopak plasmatickd membrana je vuéi chladu
stabilni (Prochazka et al. 1998). Shinozaki et al. (2015) ale dodavaji, ze plasmaticka membrana
je vlivem mrazu primarné poskozena. Nejvétsi poSkozeni zpusobuje chlad ve fyzikalné-
chemickych vlastnostech jednotlivych membrdn. Za normalnich okolnosti ma lipidova
dvojvrstva polotekutou konzistenci. Vlivem chladu piechazi z této konzistence na konzistenci
gelovitou (Shinozaki et al. 2015). Pti¢inou zmény stavu konzistence je oslabeni vazby lipida
k membranovym proteinim. Po ub&hnuti ur¢ité doby dojde k vycerpani energetickych zasob a
odumfeni bun¢k (Prochazka et al. 1998). Pti nizké teploté taktéz dochazi ke zpomalovani
metabolickych procesii ¢i miize dojit az k jejich Uplnému Gtlumu (Begon et al. 1997).

Nebezpec¢i stresu mrazem spocivd v tvorbé ledovych krystali a jejich rlstu
Vv extracelularnich prostorach. Zmrazeni vody v extracelularnich prostorech ma za nasledek
osmotickou dehydrataci. Dochéazi ke zvySeni koncentrace rozpustnych latek uvnitt buiky.
Zvysena koncentrace rozpustnych latek v cytoplasmé a dalSich extracelularnich prostorech
muze inaktivovat enzymatické a transportni aktivity, které jsou spojené s membranou
(Shinozaki et al. 2015). Led se muize nachazet ve vSech ¢astech rostliny, které jsou bohaté na
vodu. Zpusobuje nevratné poskozeni struktur a kK nevratnému poskozeni bunék (Prochazka et
al. 1998). Led taktéz dle Shinozakiho et al. (2015) deformuje bunku a ledové krystaly mohou
piimo poskodit plasmatickou membranu. Vznika tak inverzni Sestithelnikova membréanova
struktura vlivem bunééné dehydratace a tvofi se led v extracelularnich prostorech (Sakina et
al. 2019). Béhem delsiho pisobeni mrazu se krystaly ledu mohou zvétSovat, a to z divodu
transportem vody z cytosolu vzhledem k nizkému vodnimu potencialu na povrchu ledu.
Rostouci krystaly ledu pronikaji z apoplastu do okolnich tkani a zaroven podporuji dalsi tuhnuti
vody Vv bunkach (Prochazka et al. 1998; Blaha et al. 2003). Voda v xylémech rostlin za¢ina
mrznout pii teploté -1 az -3 °C. Proces mrznuti zavisi na obsahu osmotik, které ptispivaji ke
snizeni bodu tuhnuti. K tvorbé¢ krystalll jsou nutna vhodna krystaliza¢ni jadra. Paklize nejsou
pfitomna, tak voda ziistdva v podchlazeném tekutém stavu (Prochazka et al. 1998). Zmrazeni
vede k acidifikaci cytoplasmy, pravdépodobné z disledku poruchy transportnich systémt H ™,
které jsou spojené s tonoplastem. Tato zptsobena acidifikace vyznamné ovliviiuje metabolické
reakce v cytoplasmé (Shinozaki et al. 2015).

Freezing
temperature
—_—

Cell wall Plasma membrane Ice formation in cell wall

) Y

Obr. ¢. 3. Deformace buiiky vlivem vzniklych ledovych
krystalt. (Buchanan, Gruissem & Jones 2015)
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3.2.2.2 Adaptace na chlad a mraz

Aby se rostlina mohla proti niz§im teplotdm branit, musi se tzv. aklimatizovat. Jako
ucinna ochrana proti chladu ptsobi hromadéni osmoticky aktivnich latek. Nemén¢ dulezita je
tvorba stresovych hormonti (Prochazka et al. 1998). Dal§imi dulezitymi prvky jsou i
fytohormony, piedevsim ABA (Blaha et al. 2003). V lipidové vrstvé membran dochazi ke
zméndm chemického slozeni (Prochazka et al. 1998). Zvysuje se zastoupeni nenasycenych
mastnych kyselin, coz vede ke snizeni teploty piechodu z polotekuté konzistence na gelovitou
Vv lipidové dvojvrstvé (Blaha et al. 2003). Dalsi diilezitou roli v obrané proti nachlazeni hraje
i fyziologicky v€k dané rostliny. U nékterych druhti bylo zpozorovano, Ze starsi listy jsou proti
nachlazeni odolné&jsi, nez listy mladsi (Shabala 2017).

Velkou v roli v tom, zda rostliny pieziji teploty pod bodem mrazu, hraje genotyp.
Rostliny ptivodem z mirného ¢i subarktického pasma piezivaji teploty pod bodem mrazu.
Nékteré druhy piezivaji i teplotu pod -40 °C. Jejich odolnost vii¢i mrazu ale netrva celé jejich
vegetacni obdobi. Tolerance na stres na teplotu pod bodem mrazu se vyviji v procesu
aklimatizace za studena. Jedna se o teploty, které nejsou mrazivé, ale které se vyskytuji praveé
pted mrazem (Shinozaki et al. 2015). Odolnost vi¢i mrazu se nazyva mrazuvzdornost.
Mrazuvzdornost spojujeme s rostlinami jako schopnost zabranit tvorbé ledovych krystalt
Vv buiikach a tolerovat jejich odvodnéni, paklize dojde k zamrznuti vody v apoplastu (Prochazka
etal. 1998). Rostlina snizi bod tuhnuti tim, Ze zvys$i koncentraci osmoticky aktivnich latek, jako
jsou cukry, aminokyseliny apod. (Blaha et al. 2003). Tento mechanismus ovSem funguje pouze
Vv buiikach v tekutém stavu. Slaba bunécna sténa nedokaZe zabranit hrozici deformaci bunky.
Pouze silnd bunécna sténa je schopna udrzet tvar buiiky a zabranit jeji deformaci pti tvorbé ledu
Vv apoplastu a pii dehydrataci cytosolu (Prochéazka et al. 2003).

3.2.2.3 Biochemie stresu chladem a mrazem

Jakmile teplota klesne pod hrani¢ni limit rostliny, dojde k aktivizaci signélnich drah
(Shabala 2017). U huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) bylo identifikovano 19 mikroRNA
gentl, u kterych byly nalezeny zmény pfti vystaveni chladovému stresu. Tyto mikroRNA geny
ptimo ¢&i nepfimo ovliviiuji rizné signalni drahy (Sakina et al. 2019). Signalni drahy jsou
kaskady reakci, které jsou vysoce regulované (Pirzadah et al. 2014). Je zde domnénka, Ze zmény
vV membranové tekutosti hraji roli pfi snimani poklesu teploty mimo buiiku (Shinozaki et al.
2015). Existuje hned nékolik signalnich drah, kterymi je informace o chladu pienasena. Jedna
se o slozky ROS, proteinkinazy, ABA a Ca?", pficemz ABA se ukazuje jako nejlepsi (Pirzadah
etal. 2014; Gull et al. 2019). Koncentrace ABA se rapidné zvySuje v pocateénich fazich reakce.
Uzavienim pruduchi reguluje stav vody. ABA taktéZ stimuluje expresi fady gent, které souvisi
se stresem, vcetné transkripCnich faktort, které jsou nenahraditelné v procesu pieprogramovani
metabolismu. Bylo zjisténo, ze se zvySenou koncentraci ABA se ve stejném casovém useku
snizil obsah stresovych hormonu, konkrétné salicylové kyseliny a jasmonové Kyseliny. Tento
jev byl zjistén béhem rané faze reakce pSenice na stres. MiiZze se tedy jednat o mozZny
antagonisticky vztah (Thomas et al. 2016). Proteiny, které se ucastni reakce na chladovy
stres, se nazyvaji nemrznouci proteiny (AFP) a aktivuji se pouze v piipadé¢, kdy je rostlina
vystavena nizké teploté. Tyto bilkoviny jsou uvolnovany z apoplastu vegetativnich
I reproduktivnich vyhonku, vcetné listli a nachazi se ve velkych koncentracich. AFP inhibuji
agregaci molekul vody na zvétSujicim se krystalu a tim zabranuji dalSimu ristu krystalu
(Pirzadah et al. 2014; Thomas et al. 2016). Blaha et al. (2003) doplnuji informaci o AFP o fakt,
Ze tyto proteiny maji schopnost pfilnout na povrch vznikajicich krystalil a pravé diky tomu se
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rast krystalu zpomali. U¢inek AFP reguluji ionty Ca®*, které se uvoliuji z pektinu nebo se
vazou na specifické proteiny (Pirzadah et al. 2014). Existuji také proteiny teplotniho Soku
(HSP), které vykazuji funkci dozoru (Thomas et al. 2016). O HSP se diive tradovalo, Ze maji
termoprotektivni roli pii vysokych teplotach. U nékterych druhti se vSsak obsah HSP zvysoval i
pii nizkych teplotach. Pozdéji bylo potvrzeno, Ze hraji ochrannou roli pii vSech teplotnich
Socich a pfi udrzovani homeostazy. Ve vyznamnych koncentracich se objevuji pouze
v podminkach stresu. HSP jsou zodpovédné za termotoleranci, piecklad DNA, skladani a
stabilizaci proteinti v zatéZzovych podminkach. Pomahaji a udrzuji tempo v riznych
biochemickych reakcich v ramci udrzeni i obnovy proteini v nativni konformaci a tim udrzuji
jiz zminénou homeostazu (Pirzadah et al. 2014). Nemén¢ dilezitou slozkou v biochemii stresu
chladem a mrazem jsou dehydriny. Dehydriny jsou tepelné stabilni LEA proteiny, které jsou
bohaté na glycin ¢i lysin, a stimuluji se pfi pfi vystaveni stresovych podminek za nizkych teplot,
které vedou obvykle k dehydrataci (Pirzadah et al. 2014; Sakina et al. 2019). Brani destabilizaci
membran, ke které dochazi vlivem osmotického pusobeni pii vzniku krystald vody (Shabala
2017).

Béhem stresu za nizkych teplot také dochéazi ke hromadéni dusikatych latek (Pirzadah
et al. 2014). Béhem chladového stresu byly objeveny zmény na Grovni exprese gent pro GLU
a PRO. Byla prokazana pozitivni korelace mezi hladinou PRO a toleranci vii¢i mrazu (Thomas
et al. 2016). Prolin ma zasadni roli v primarnim metabolismu (Pirzadah et al. 2014).
Vyznamnou funkci prolinu je vyrovnavani osmotického ti€inku tvorby ledu v apoplastu, dokaze
stabilizovat 1 membrany. Taktéz dokaze stabilizovat proteiny a je napomocny i pii tvorbe
peptidit (Shabala 2017). Nékteré zdroje uvadéji, Ze biosyntéza prolinu je regulovana svétlem
a osmotickym stresem. Prekurzorem prolinu je glutamat a ornithin, pfi¢emz jeho nasledna
syntéza probiha v cytosolu ¢i v chloroplastu (Pirzadah et al. 2014).

:N: COOH

H

Obr. ¢. 4. Chemicka struktura aminokyseliny Prolinu
(Dostupné z:
https://glossary.periodni.com/glossary.php?en=proline
ke dni 9. 2. 2021)

3.2.3 Zasoleni pudy

Jedna se o soucasny problém, ktery se v budoucnu stane jeste kriti¢téjSim. Rtizné druhy
JSOuU na zasoleni rizn¢ citlivé a je zde velka variabilita. Obecné¢ vSak plati, ze rostliny jsou na
zasoleni citlivé (Thomas et al. 2016). Existuji rostliny nazyvané jako halofyty, které snaseji
zasoleni. Naopak rostliny, které se oznacuji jako glykofyty, nesnaseji zasoleni (Hnilicka
& Stieda 2016). V prubéhu roku se koncentrace soli v ptidé méni a dale se méni v zavislosti na
srazkach a teplotach (Blaha et al. 2003).

Zasolené pudy vznikaji vlivem Spatné techniky zavlaZovéani a pouzivani nadmérného
mnozstvi hnojiv (Gull et al. 2019). Pfiblizné 7 % svétové rozlohy, 20 % svétoveé obdélavané
pudy a téméf polovina zavlazovanych ptd je postizena vysokym obsahem soli. K zasoleni mtze
potencialné dochazet i v okoli silnic, kdy se béhem zimy komunikace posypavaji posypovou
soli (Prochazka et al. 1998). Zasoleni negativné ovlivituje produkci plodin (Singh 2016). Pii
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stresu ze zasoleni se nedafi rostlinam udrzet potfebnou rovnovahu vedouci k potlacenému ristu
a produkci (kadukov et al. 2014). Vpadé¢ je Siroké zastoupeni riznych druhd
soli, nejnebezpecné;jsi je chlorid sodny. Chlorid sodny ma dominantni postaveni, a to z divodu
dobré rozpustnosti a naslednou vysokou koncentraci Na* a Cl™ iontl v pidé. U vétsiny druht
rostlin je nejtoxi¢téj$i iont Na* (Thomas et al. 2016). Obecné je znamo, ze Na* soutézi s K*
ionty o vstup do rostliny kvili podobnym vlastnostem (Tuteja & Gill 2016).

3.2.3.1 Poskozeni pri zasoleni

Paklize se dosédhne vysoké koncentrace NaCl v kofenové zoné, spusti se osmoticky
a iontovy stres. Osmoticky stres vznika, kdyz se stil za¢ne hromadit v pidnim roztoku. Za¢ne
se zvySovat osmolalita a naopak se za¢ne snizovat vodni potencial. Snizeni vodniho potencialu
brani kofentim rostlin pfijimat vodu. Iontovym stresem rozumime nepiiméfené hromadéni Na*
a CI" (Roosa 2015). Na" se do rostliny dostava pasivnim pohybem. Uvniti miZe bud’ zistat
Vv cytosolu, nebo se mize piesunout do vakuoly a tam setrvat, ¢i se hromadit v apoplastu.
Z apoplastu mize opétovné vstupovat do bunck. Nejvice byva nachazen v xylému rostlin, kde
se nasledné uklada v listech (Thomas et al. 2016). Rostliny, které se na zasoleni
nezadaptovaly, hromadi ve svych buiikach ionty soli, ¢imz dojde ke znaénému omezeni funkce
enzymatické ¢innosti. K nejvétsimu hromadéni soli v rostliné dochazi v listech (Prochazka et
al. 1998). Nékteré rostliny snaSejici zasoleni mohou piedev§im Ca®" ionty z listl vytladovat
ptes specializované solné Zlazy. Tato modifikace je vSak vzacna (Thomas et al. 2016). Béhem
kratké doby dojde k zastaveni délivého i dlouzivého ristu, az nakonec dojde ke skonu celé
rostliny (Prochazka et al. 1998). Pfi stresu zasolenim byvaji vidét nejcastéji 4 symptomy.
Rostliny vystavené nadmérnému mnozstvi soli mivaji nazloutlé listy (pri¢ina ziejmé bude
pfedcasna senzibilace listll), pomaly vyvoj novych listd, rist menSich listi a zhorSené
odnozovani (Thomas et al. 2016).

Stres ze zasoleni je komplexni povahy. Kromé vysoké koncentrace soli, byva problém
1 nizky vodni potencidl a zhorSené vlastnosti pudy (Prochdzka et al. 1998).

3.2.3.2 Adaptace na zasoleni pudy

Iontova homeostaza je klicova pro toleranci nadmérného mnozstvi soli. Vyjma deficitu
vody zpusobuji zmény poméru K* a Na* iontovy stres. Ke zménam v poméru dochazi z divodu
ptresunu Na* pies K™ transportni systém. Fyziologicka koncentrace K* je mezi 100- 150 mM
a je nezbytna pro syntézu proteinii in vitro. Tuto funkci Na* inhibuje uz pii koncentraci nad 100
mM (Chakraborty & Chakraborty 2015). Shabala (2017) dopliuje, ze aby byl zachovan
standardni rust, musi rostlina upravit zvySenou vné&j$i osmolalytu. Toho rostlina muize
dosdhnout hromadénim riznych molekul v cytoplasmé. Tim zabrani plsobeni vnéjSiho
osmotického tlaku. Existuji 3 rtizné cesty, jak toho docilit:

1. Akumulace fady organickych osmolyti, které pfijima z vnéjSich médii.

2. Syntéza de novo kompatibilnich rozpusténych latek a tim dosdhnout osmotické
upravy.

3. Rostliny mohou vyuzit spise anorganické osmolity.

Vyuzivani organickych osmolytil je nejpreferovanéjsi moznost. Jednd se predevsSim
0 cukry a aminokyseliny. Mohou byt akumulovany v buiikach ve vysokych koncentracich, aniz
by ovliviiovaly metabolismus bufiky. Rostliny tyto osmolyty ve vétsiné piipadu syntetizuji
de novo z duvodu jejich nizkého zastoupeni v ptidé (Shabala 2017). Osmolyty chrani enzymy
pted denaturaci, stabilizuji membrany, nebo zprostfedkovavaji pravé osmotické upravy. Mezi
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osmolyty se fadi i prolin a glycin betain. Prolin ma v rostliné fadu funkci. Stabilizuje
membrany, funguje jako osmolyt a zachycuje volné radikaly vzniklych za stresovych
podminek. Glycin betain krom¢ osmolytické funkce také degraduje ROS vzniklych za
stresovych situaci. Vyskyt glycin betaint neni tak ¢asty jako u prolinu. Neméné dulezitd je
i salicylova kyselina, ktera obnovuje membranovy potencial (Singh 2016).

Role xylému pfi adaptaci na zasoleni je nenahraditelna. Pravé xylém je zasolenim
nejvice zatizen. Mechanismus tolerance, kterou lze pficCist parenchymovym bunkam
xylému, spo¢iva v omezeni iontové zatéze v xylému a tim paddem sniZenim koncentrace Na*
a Cl v listech (Roosa 2015).

Mechanisms to help the plant
tolerate salinity stress
Tissue tolerance
Compartmentalization of Na* into older
4 leaves and into the vacuole
i Osmotic tolerance:
Sensing and signaling of Na*
lon exclusion
Preventing Na* from transiocating to the
shoot
* Premature leaf senescence
Plant without NaCl Plant with NacCl S Y
A * Developing leaves are smaller

stress stress * Fower tillers

Obr. ¢. 5. Viditelné zmény vzhledu rostlin pii
pusobeni NaCl. (Roosa 2015)

3.2.3.3 Biochemie stresu zasolenim

Zmény v osmotické a iontové homeostaze spusti sled reakci, které vedou ke zménam
metabolismu, vyméné plynti, hormonélni rovnovéaze a k produkeci ROS, ¢imz se snizi expanze
a déleni bunék. Vysledkem je omezeni rstu a zvyseni citlivosti tkani. Primarni signaly ze
snimani stresu jsou vnimany pifi iontové nerovnovdze a pii hyperosmotickém stresu.
V plasmatické membrané rostlinnych bunék dochazi ke zpracovani signalu (Chakraborty
& Chakraborty 2015). Primarni signaly ze snimani stresu jsou vnimany pfi iontové
nerovnovaze a pii hyperosmotickém stresu. Primarni signaly jsou ndsledovany sekundarnimi
signdly, jenz produkuji ABA a H;0,. S néstupem solného stresu byla zaznamenana zména
Vv obsahu cytosolickych Ca®" iontéi. Uvolitovani Ca®" #idi kalciové kanaly lokalizovany ve
vakuolarni membran¢ a v endoplasmatickém retikulu (Tuteja & Gill 2016). Jako prvni se pfi
stresu ze zasoleni za¢ne syntetizovat ABA, kterd se zacne transportovat do bunck, kde zacne
uzavirat praduchy. Zaviené praduchy zpusobi omezeni fotosyntézy az k fotoinhibici
a oxidacnimu stresu (Gull et al. 2019). ABA taktéz spoleéné s ROS reguluji osmotickou
a iontovou homeostazu. Senzory pro Na* taktéz Fidi cytosolické Ca?*, ktery ma dvé zasadni
funkce. Plni roli kritické signaliza¢ni funkce (SOS signalni draha) pro regulaci homeostazy
a inhibi¢ni funkei pro vstup Na* do rostliny (Chakraborty & Chakraborty 2015).
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Byly provadény pokusy u kultur Arabidopsis Thaliana. U téchto pokusti bylo
zjisténo, ze piiblizné 24 hodin po expozici solnym stresem se v rostliné koncentruje velké
mnozstvi glycerolu a inositolu. Po 48 hodinach dochazi ke hromad¢éni laktatu a sacharozy (Gull
et al. 2019).

3.2.4 Toxické a tézké kovy

Plati, ze jako tézké kovy se oznacuji kovy s molekulovou hmotnosti vétsi nez 20 g/mol
a nebo hustotou vétsi nez 5 g/ml (Shahid et al. 2015; Fryzova et al. 2018). Do této skupiny se
fadi zastupci z fad pfechodovych kovi, lanthanoidii a aktinoidti (Shahid et al. 2016). Tézké
kovy negativné ovliviuji fyziologii riistu rostlin, ale piedstavuji i vazné nebezpeci pro lidské
zdravi, pokud se dostanou do potravy v rdmci potravinového fetézce (Kumar & Trivedi 2016).
Nekteré kovy jako jsou napiiklad: Cu, Zn, Ni, Mo, Mn, Co a Cr maji ale zasadni biologicky
vyznam pro rostliny. V rostliné jsou nezbytnymi prvky pro spravné metabolické fungovani
(Shahid et al. 2016). Napft. zinek je nepostradatelny prvek pro stabilitu proteind. Podili se na
regulaci transkripce a translace. Zelezo a méd’ jsou dilleZité pro spravné mitochondrialni
dychani a pro dobré fungovani metabolismu zpracovani C a N. Zelezo méa dal§i vyznam
v produkci a nasledném zpracovani ROS (Shabala 2017). To ovSem plati, pokud jsou tyto
esencialni prvky v pfiméfeném mnozstvi. Paklize koncentrace piekro¢i fyziologicky
limit, stavaji se tyto prvky pro rostliny toxické (Sytar et al. 2019). Je proto dilezité je od tézkych
kovl oddé€lovat s ohledem na jejich fyziologickou funkei. Mezi tézké kovy nejvice poskozujici
rostliny patii: As, Pb, Hg a Cd (Shahid et al. 2016). Nejhojnéji se pak z tézkych kovl vyskytuje
Fe. Pohyblivost téchto kovili v piid¢€ je znacn€ zdvisld na pidni topografii, obsahu organické
hmoty a na mnozstvi ptitomnych oxidi (Fryzova et al. 2018).

Tézké kovy jsou v pudé mobilizovany tak, ze jsou zachyceny kofenovymi bunkami
Z pudnich ¢astic. Nasledné jsou pfenaSeny pres plasmatickou membranu. Pii vazani vytlacuji
Ca?" a Mg?* z bun&énych stén a membran (Fryzova et al. 2018).

V Evrop¢ a USA byla provedena studie, ktera odhalila, ze tézkymi kovy je
kontaminovano ptes 100 000 ha ptidy. Velmi Casto se s kontaminovanou zeminou zachazi jako
sodpadem. I kdyz v dneSni dobé jiz existuyji metody, jak plidu zbavit téchto
kovu, z ekonomického hlediska jde o velmi drahou a nakladnou zalezitost (Kadukova
& Kavulicova 2010). Tézké kovy predstavuji riziko hned z nékolika divodi. Prvni divod je
vysokd perzistence v prosttedi. Druhy diivod je vysoka toxicita a v neposledni fadé jejich
nebezpeci spociva ve snadném pienosu v ramci potravinového fetézce (Fryzova et al. 2018).
Z hlediska nebezpeci pro lidskou populaci jsou tézké kovy na druhém misté. Piedbehly uz
pesticidy a znamé znec€ist'ujici latky jako je napft. oxid sifi¢ity. Je zde predpoklad, ze té¢zké kovy
se stanou jesté vice nebezpeénymi, nez je pevny jaderny odpad (Sytar et al. 2019). Nejvice se
tézkych kovi dostalo do piidniho ob¢hu vlivem lidské €innosti. Tyto ¢innosti zahrnuji téZeni
kovti, pouzivani fungicida, pesticidi a potazmo 1 herbicidd, spalovani uhli a pouzivani fosilnich
paliv bohatych na olovo (Shabala 2017). Mnozstvi tézkych kovl v piidach zavisi i na mnoha
zvétravacich procest, obsah jilovych minerali a zastoupeni humusovych a organickych latek
(Richter 2004).

3.2.4.1 Poskozeni toxickymi a téZkymi kovy

Negativni dopad tézkych kovl je do znacné miry dan jejich koncentraci v pudé
a Vv samotné rostlin€. Pro rozpustnost t€zkych kovii v pidé€ je klicova hodnota pH. Al a Fe se
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stavaji toxickymi a rozpustnymi pii hodnoté pH <7 (Fryzova et al. 2018). Do rostlin tézké kovy
vstupuji spolecné s zivinami z pidniho roztoku (Shahid et al. 2016). Drtiva vétSina kovl se
hromadi a uklada v kofenech rostlin. Pravé u kotfene l1ze pozorovat jeho nadmérné prodlouzeni
v dasledku ptisobeni kovil. Cést kovii je translokovana do nadzemnich &asti rostlin, kde toxicky
pusobi v listech a kde negativné ovlivni fotosyntézu. Mladé rostliny byvaji zpravidla citlivéjsi
(Kadukova & Kavulicova 2010). Tézké kovy zpusobuji mimo jiné i naruSeni struktury
chlorofylu, které je zpusobeno substituci Mg tézZkym kovem V chlorofylu. Spravné syntéze
chlorofylu také brani nespravna funkce enzymu dualezitych pro spravnou syntézu chlorofylu.
Dale vyzkumy potvrdily substituci médi rtuti v tzv. plastocyaninu, diky ¢emuz se blokuje
elektronovy tok k fotosyntetickému systému PSI (Jan & Parray 2016). Plastocyanin je protein
obsahujici Cu, ktery plisobi jako redoxni centrum. Jedna se o modry protein nachazejici se
v thylakoidech rostlin, kde funguje jako elektronovy nosié. Je to typicky - barelovy protein
s médénym stifedem, na kterém jsou navazané dva histidiny, methionin a cystein v deformované
Ctyfsténné geometrii (Gross 1993).

Obr. €. 6. Znazornéna struktura plastocyaninu.
(Dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Plastocyanin ke
dni 21.2.2021)

Dle Shabaly (2017) se t€zké kovy v rostlinach projevuji takto:

e Kadmium (Cd) - nahnédlé okraje listi, nacervenalé Zzily, chlor6za, stoCené
listy, nahnédly kotfen a jeho pomaly rist. Nejvice citlivé jsou na kadmium
lusténiny, Spenat, mrkev, oves a fedkev.

e Olovo (Pb) - tmaveé zelené listy, odumirani starSich listt, zakrsly rist a zCernalé
koteny.

e Rtut (Hg) - zluté listy, chloréza listd, hnédnuti Spicek listl, cervené
stonky, zakrnély rust a pomaly rust kofene. Nejcitlivéji reaguji na rtut’ cukrova
fepa a kukufice.

Jak zde ale jiz bylo zminéno, i esencialni kovy v pfemife pisobi toxicky. Jako
ptiklady Ize uvést:

e Zinek (Zn) - zluté listy s nekrotickymi Spickami, listova chloréza, zakrnély rust
a kratké kofeny. Nejvice nachylné jsou pak obiloviny, cerealie a citrusy.

e Mangan (Mn) - nekrotické 1éze na starych listech, akumulace cernych
¢astic, zasychajici Spicky listll, zakrnély rist a zpomaleny rist kofent. Nachylné
jsou obiloviny (je¢men), kostaloviny (kvétak, zeli), lusténiny (vojtéska, fazole),
cukrova fepa, brambory a rajcata.
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e Mecd (Cu) - tmave zelené az namodral¢ listy s ndslednou chlordzou, mladé listy
s tmavé hnédou interveinalni chlorézou, zakrné€lé rostliny s kratkymi koteny.

Citlivé jsou lusténiny, obiloviny, Spenat a citrusy.
NejbéznéjsSim projevem pusobeni tézkych kovi je zpomaleni ristu rostlin. Struktura
a fyziologie listl se méni spolu se snizenim dychéni a fotosyntézy. V dasledku téchto zmén
dochazi k ovlivnéni metabolismu a sniZzeni produkce energie. Zasazen je i transport latek mezi
rostlinnymi organy. Schopnost kotentl pfijimat vodu béhem stresu kovy je snizend. Vysledkem
takového pusobi je tvorba mnoha forem ROS, vcetné¢ peroxidu vodiku, superoxida

a hydroxylovych radikala (Shahid et al. 2016).

Obr. ¢. 7. Toxické puisobeni kadmia na rostlinu Obr. ¢. 8. Toxické piisobeni olova na rostlinu
¢iroku. Typicky projev toxicity kadmia je hnédnuti ¢iroku. (Richter 2004)
okraju listt. (Richter 2004)

3.2.4.2 Adaptace na pritomnost toxickych a
téZkych kovu

Adaptace rostliny na prostiedi kontaminované té¢Zkymi kovy je uc¢inny proces. Jedna se
o souhrn molekularnich, fyziologickych, genetickych vlastnosti, diky kterym maji urcité druhy
schopnost piezivat, ¢i t¢Zké kovy hyperakumulovat (Fryzova et al. 2018). Hyperakumulatoti
mohou koncentrovat kovy ve svych nadzemnich ¢astech v takové mite, Ze tato mira piesahne
uroven koncentrace kovu v pudé (Kadukova & Kavulicova 2010). Je znamo, ze adaptace je
fizena geneticky a je druhové specificka (Jan & Parray 2016).

Produkce stresovych fytohormonti je obecny nasledek ptisobeni stresu. Mezi zékladni
fytohormony patii ABA a jasmonova kyselina. ABA je povazovana za nejdilezitéjsi, protoze
se dokédze rychle hromadit a zprostfedkovava se béhem rtznych stresovych reakci. Je to
fytohormon, ktery zasadn€ napomaha rostlin€ ptezit stres a z velké ¢asti se podili 1 na procesu
adaptace/aklimatizace rostliny béhem ptisobeni stresoru. Je znamo, Ze i salicylova kyselina ma
dulezitou roli v ochrané rostlin pted ucinky tézkych kovt (Kadukova & Kavulicova 2010).
Odolné rostliny maji schopnost ve velké mife znemoznit prinik tézkych kovi do cytosolu.
Rostliny tuto obranu provadi vylu¢ovanim organickych kyselin do rhizosféry. V neposledni
fad¢ odolné rostliny mohou ve vétsi mife selektovat transportni proteiny v plasmatické
membrané. Dalsi obranny mechanismus rostliny zahrnuje tvorbu fytochelati. Fytochelaty jsou
schopné inaktivovat tézké kovy, a to konkrétné jejich vazbou do tzv. chelatovych komplexd.
Syntéza fytochelatli probihd ptimou biochemickou cestou a je indukovéna az ptitomnosti iont
kovi v cytosolu. Vazané toxické ionty jsou transportovany do vakuoly. Ani po uvolnéni
Z chelatového komplexu toxické ionty nejsou aktivni. To je déno vysokou koncentraci
organickych kyselin (Prochazka et al. 1998).
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3.2.4.3 Biochemie stresu toxickymi a téZkymi kovy

Rizné studie prokazaly, ze Ca?* plisobi jako posel béhem normalniho fyziologického
fungovani rostlin a také i béhem stresového pusobeni. Vyskytuje se v cytoplasmatické
membrang, tonoplastu a v dalsich riiznych organelach. Ca?" pienasi rtizné vnitini i vnéjsi
signaly a je nezbytny pro proces reakce rostlin na stres (Kumar & Trivedi 2016). Zaznamenani
signalt vede k vytvareni modulace biochemickych a molekularnich mechanismii bunky.
Konecna odpovéd’ rostliny spociva v tvorbé specifickych proteinti, které transportuji a vazou
kovy. Slozitda komunikace a spoluprace hned nékolika signalnich drah vede k regulaci
nékterych transkrip¢nich faktorti vedoucich K aktivaci nékterych gent reagujicich na stres. Tyto
geny zahrnuji geny pro chelatory kovt a transportéry kovt (Jalmi et al. 2018).

Tvorba ROS, které zatézuji rostliny oxida¢nim stresem, je typickym pfiznakem ptisobeni
tézkych kovi v rostlindch. Mezi zminéné ROS patii peroxid vodiku, superoxidové radikaly
a hydroxylové radikaly. Vznikaji jako vedlejsi produkty pfi transportu elektrond propojenych
membranami, jakoz i fadou metabolickych drah (Kadukova & Kavulicova 2010). ROS
odbouravaji antioxidacni enzymy. Tyto enzymy se bud pifimo podileji na zpracovani
ROS, nebo tuto reakci katalyzuji. Mezi tyto enzymy se fadi SOD (superoxid dismutaza), CAT
(katalaza) a APX (askorbat peroxidaza). Mimo jiné rostliny disponuji i neenzymatickymi
antioxidanty jako napf. askorbatem, prolinem a tokoferolem (Shabala 2017). Jedny
z nejdulezitéjsich signalnich molekul jsou mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK).
Signalizace MAPK zprostiedkovava pienos signalti spojenych se stresem a reguluje velky pocet
bunécnych pochodi. Je znamo, ze MAPK se aktivuji pfi snimani ligandu kovu a také pii detekci
ROS, které jsou produkované pii namahani rostliny kovem (Jalmi et al. 2018). Nedilnou
soucasti reakce rostliny na stres jsou fytohormony, které jsou zapojeny do komunikace mezi
jednotlivymi signalnimi dréhami a které tidi reakce rostlin na dany stres. Priméarné spojovany
s reakci na abioticky stres jsou jasmonova Kyselina, salicylova kyselina a ethylen. Hlavni
signaliza¢ni komponenty a drahy jsou aktivovany jasmonovou Kkyselinou a salicylovou
kyselinou. V nedavné studii bylo prokazano, ze expozice jasmonovou Kyselinou ma silngjsi
antioxida¢ni G¢inek, to svédéi o ucinku proti ROS (Kumar & Trivedi 2016). Vystaveni stresu
z tézkych kovli mize mit jesté za nasledek produkei oxidu dusnatého (NO) v rostlinach. Oxid
dusnaty je kliCovy prostfednik v signalizanich kaskddach regulujici procesy
rlstu, vyvoje, dozravani a stomatalni uzaveéry. Exprese gend spojenych s obranou rostlin
a programovana bunécéna smrt je pravdépodobné tikolem klasickych regulator ristu (Shabala
2017).

3.3 Prubéh stresové reakce

Pred vystavenim stresoru rostliny funguji ve svém pfirozeném fyziologickém rezimu.
Kdyz dojde k naruseni ptirozeného fyziologického fungovani rostliny v disledku plsobeni
stresoru, V rostliné zacne probihat stresova fyziologie jako odpovéd na stresor. Stres
V rostlinach ma rizné faze, které na sebe navzajem navazuji. Jedna se o zadkladni 4 faze
a 0 jednu regeneracni fazi. Je potieba vzit v potaz, Ze prub¢h stresu je znaéné zavisly na davce
daného stresoru (Lichtenthaler 1998). Prvni fazi po zacatku ptisobeni jakéhokoliv stresoru je
tzv. poplachova faze. Béhem poplachové faze dochédzi k poruchdm buné&énych struktur a jejich
funkei (Prochazka et al. 1998). Taktéz dochazi ke znacnému poklesu vitality. Katabolické
procesy pievysuji procesy anabolické (Lichtenthaler 1998). Paklize nedojde béhem pisobeni
stresoru Vv poplachové fazi k prekroceni letdlni davky, stres pokro¢i do restitu¢ni faze.
Restituéni faze se vyznacuje mobilizaci kompenza¢nich mechanismii (Prochazka et al.
1998; Blaha et al. 2003). Povolani kompenzacnich mechanismti vede ke zvySené odolnosti
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rostliny vuci stresoru - faze rezistence (Prochazka et al. 1998). Faze rezistence nema vzdy stalou
povahu. Pfi pusobeni dlouhého a dostatecné silného stresu mize dojit k poklesu odolnosti
a nastava faze vyCerpani (Bléha et al. 2003). Ve fazi vyCerpani je rostlina vystavena chronickym
onemocnénim a v krajnich ptipadech dochazi k uhynu. Regeneracni fize nastava v ptipade, kdy
stresor odeznél a zaroven nezpusobil tak silné poSkozeni. Jedna se o ¢asteCnou ¢i Uplnou
obnowvu fyziologickych funkci rostliny (Lichtenthaler 1998).

————_—

pocatek stresu tas

— | - -

Obr. €. 9. Prubéh stresové reakce.
(Prochazka et al. 1998)

Lichtenthaler (1998) ma ve svém ¢lanku uvedeno, Zze na pocatku stresu rostliny reaguji
poklesem jedné ¢i vicero fyziologickych funkci (pokles fotosyntézy, pokles metabolickych
aktivit...). VIivem omezeni téchto funkci klesa vitalita rostlin. Naopak akutni poskozeni vznika
u rostlin, které nejsou obdaieny tolerancnimi mechanismy, nebo je jejich mnozstvi
nedostatecné. V opacném piipadé rostliny, které disponuji obdobnymi mechanismy, za¢nou
dané mechanismy aktivné vyuzivat. Za¢nou aklimatizovat metabolické toky, aktivuji opravné
mechanismy a z dlouhodobého hlediska vyuzivaji své morfologické adaptace.

3.4 Enzymy

Enzymy byly ¢lovékem vyuzivany od nepaméti (Vodrazka et al. 1998). Vyuziti enzymt
pii fermentac¢nich procesech vyuzival ¢lovek jiz v Babylonu. Enzymy hraly a doted’ hraji roli
pii vyrobé syra, vina, octa, pec¢iva apod. (Copeland 2000). Kolem roku 1947 bylo zndmo okolo
200 enzymi. V roce 1972 to jiZ bylo pfes 1770 enzymi. V dnesSni dobé se pfirozené ziskavaji
enzymy nejéastéji z ruznych mikroorganismi. Ziskavani enzyma timto zpusobem je
ekonomicky jednak pfijatelné, jednak je mozno timto zpiisobem enzymy dostavat v pomérné
velkém mnozstvi. Podminkou tohoto ziskdvani bylo tplné zvladnuti praimyslovych kultivaci.
Zhruba 50 % celkové produkce zapadni Evropy predstavuji proteazy. Z celkové svétové
produkce je 25-30 % enzymi vyuzito v potravinaiském prumyslu (Vodrazka et al. 1998).
V potravinaiském priimyslu se uplatituji enzymy $tépici Skrob (amylazy), pii sladkém srazeni
mléka (chymosin), vyroba piva (B- glukanazy) (Kodicek et al. 2018). Vodrazka et al. (1998)
dale poukazuji na to, ze enzymy jsou dale hojné vyuzivané pro analytické ucely a farmaceutické
ptipravky. Kodicek et al. (2018) dopliuji, Ze enzymy nachazeji uplatnéni nadale v textilnim
prumyslu (pektolytické enzymy) a i v zemédélstvi (celulaza, fytaza).

K tomu, aby organismy mély zajiStény piisun energie, stavebniho materialu pro

vystavbu jednotlivych soucésti jsou zapotiebi spletité sit¢ chemickych reakei, které na sebe
navzajem navazuji (Vodrazka 1996). Enzymy jsou taktéz zakladni katalytické kameny
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Vv metabolismu (Copeland 2000). Tyto organizované chemické reakce spolecné s energetickymi
zménami zajiStuje soubor latek zvanych biokatalyzatory (Vodrazka 1996). Katalyzatory
zvysuji hodnotu rychlostni konstanty, pfitom vSak neméni rovnovaznou konstantu u vratnych
reakci. Neméni tedy stechiometrii reakce (Sipal et al. 1992). Reakéni rychlost reakce zavisi na
mnozstvi dostupné aktivani energie, Cili energie, ktera je zapotfebi k zahdjeni reakce.
Aktivacni energie pro nekatalyzovanou reakci je mnohem vyssi, nez pro reakci katalyzovanou.
Jako zdroj aktivacni energie se da vyuzit naptiklad teplo. Mnoho chemickych reakci neprobiha
rychle, pokud nejsou reakéni slozky zahiaty na pomérné vysoké teploty. V zivych bunkéach ale
reakce probiha za pomérné nizkych teplot, a to z divodu, Ze enzymy snizuji nutné mnozstvi
aktivacni energie, proto reakce neni natolik energeticky naro¢na a miize probihat i v energeticky
neptiznivé teplot¢ (Bhutani 2019).
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Obr. ¢. 10. Reakéni koordinata katalyzované a
nekatalyzované reakce. (Bhutani 2019)

Do skupiny biokatalyzatorti nejhojnéji patii latky majici pravé schopnost katalyzovat
chemické reakce, Cili je urychlovat (Vodrazka 1996). Enzymy rozumime makromolekuldrni
latky bilkovinné povahy, které katalyzuji reakce v zivych organismech (Doubrava et al. 1984).
Pouh4 jedna molekula enzymu je schopna za 1 s pfeménit az 5x10* molekul substratu. Jsou to
znacn¢ specificke latky, jak do reakéni specifity, tak 1 co se tyce struktury preméiovanych
substrattl. Pracuji za mirnych podminek. Pro jejich funkci je idealni teplota okolo 20-40 °C, tlak
0,1 MPa a pH okolo 7. Jejich ucinek je regulovatelny na nékolika Grovnich. Jejich velka
prednost je jejich netoxicnost. Jejich nevyhoda spociva ve slozité strukture a jejich citlivosti
k velké skale podminek. Enzymy vzhledem k jejich velkému opotiebeni jsou neustale
odbouravany a znova syntetizovany (Vodrazka 1996).

Studiem enzymu se zabyva védni obor zvany enzymologie (Doubrava et al. 1984).
V poslednich desetiletich se ale prokazalo, ze i ur¢ité molekuly RNA katalyzuji urcité reakce.
Zajimavou skupinou je i skupina tzv. uméle vytvorenych protilatek (abzymi, antibody
enzyme), které specifickym zptsobem vazou meziprodukt dané reakce a tuto reakci Casto
katalyzuji (Kodicek et al. 2018).

Enzymy jako bilkoviny maji schopnost reagovat zménou své konformace, ktera vede ke
zméné funkce na zaklad¢é vnéjSich podminek. Z tohoto diivodu se tak uplatiiuji jako regulétofi
zivotnich pochodti (Sipal et al. 1992). Nachazeji se ve vsech Zivych systémech. Je zde
predpoklad, ze i ty nejjednodussi organismy maji pfes 3000 enzymt, které maji na starost fizeni
rychlosti vSech reakci, které v téchto organismech probihaji. Pocet vSech existujicich enzymu
se odhaduje na miliardy (Vodrazka 1996). Enzymy jsou rozpustné a funguji ve vodnim roztoku
v zivych bunikach. Mnoho reakei, které poskytuji, jsou reversibilni (Bhutani 2019).
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3.4.1 Enzymové komplexy

Enzymova katalyza probihd pies mezistupné (komplex enzym-substrat). Schéma je
nasledovné: E + S— ES — E + P (Kindl & Glinter 1981).

Pfi enzymatické reakci se enzym vaze na substrat, a tim vznikne komplex
enzym- substrat (ES). Substrat se navazuje nekovalentnimi interakcemi na enzym v jeho
aktivnim misté. Aktivni misto je mala ¢ast enzymu, ktera se nachazi ve Stérbin¢ jeho proteinu.
Protein enzymu je slozen z urCitych aminokyselin, které jsou nutné k enzymatické aktivite.
Reakce probiha v aktivnim misté v nékolika krocich. Prvni krok je vazba substratu na enzym
Vjeho aktivnim misté. Po navazani substratu vznikne meziprodukt (ES). Vazby se
preusporadaji a mize probehnout katalyza. Ve tfetim kroku se vazby rozbiji a vznikaji vazby
nové. S tim pak vznika ze substratu produkt této reakce. Nakonec dojde k uvolnéni produktu
z enzymu. Enzym muze katalyzovat vicero substratii za vzniku vicero produktt (Bhutani 2019).

Slouceni substratu s enzymem je specificky déj. Tzv. ,,kotevni* oblasti enzymu maji
uréity geometricky tvar, do kterého substrat zapada. Tyto oblasti k sob& presné priléhaji jako
kli¢ k pfislusnému zamku (Doubrava et al. 1984). Tento model navrhl v roce 1896 Emil Fischer.
Substrat musi zapadat do enzymu v jeho aktivnim misté jako kli¢ do zdmku. Model vyzaduje
K vytvofeni komplexu enzym-substrat, aby tvary reakénich slozek a tvary aktivnich center
enzymu se navzajem dopliiovaly a zapadaly do sebe (Bhutani 2019). Tvar substratu je tedy
analogicky ,,otisk® geometrického tvaru enzymu. Toto specifické ,.kotevni® misto enzymi
vznikd zfasenim bilkovinného vldkna do jeho terciarni struktury. Ztaseni se pravdépodobné
vyvinulo dlouhym vyvojem bilkovinné molekuly (Doubrava et al. 1984).
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Obr. ¢. 11. Model zamku a klice. Substrat a enzym se tvarové zcela
shoduji a zapadaji do sebe. (Bhutani 2019)

Kodicek et al. (2018) tuto informaci doplnuji o poznatek, ze se nejedna jenom a pouze
o geometrickych pfizplsobenich reagujicich struktur. Nybrz i o schopnosti sladéni vazebnych
partnert. Musi dojit k pfimym interakcim mezi donory a akceptory vodikovych
mustkd, pozitivné 1 negativné nabitych skupin umoziujici elektrostatické interakce atd. Ve
20. stoleti proto zformuloval Dainel Koshland teorii indukovaného ptizplisobeni. Tato teorie
vychazi z mySlenky, Ze substrat, ktery je konformacné pohyblivy, pfizplisobuje svoji
prostorovou strukturu danému substratu. To samé plati i naopak- enzym ptizpisobuje svoji
strukturu substratu. Bhutani (2019) dale dopliuje, Ze dle tohoto modelu se tvar aktivniho centra
méni, kdyZ se substrat navaze na enzym. Vazba substratu podmini konforma¢ni zménu enzymu.
Po vytvofeni komplexu enzym-substrdt se zméni tvar. Tento model proto predstavuje

------

enzymem.

Teorie zamku a kli¢e je v dneSni dob¢ jiz historického rdzu, a to pravé z divodu, ze
nezohlediuje konformacni flexibilitu jakozto dilezitou vlastnost proteinti (Bhutani 2019).
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Obr. ¢. 12. Model indukovaného pfizptisobeni. Enzym pozménil své
aktivni misto, aby do sebe se substratem zapadly. (Buthani 2019)

3.4.2 Struktura enzymu

Enzymy jsou globularni bilkoviny (Vodrazka 1996). Globularni bilkoviny jsou slozené
z Casti, které maji Sroubovicovou strukturu, a z Casti, které maji neusporadané klubky. Aby
vznikla bilkovina, je zapotiebi spojeni jednotlivych aminokyselin do fetézce. Toto spojeni neni
nahodilé, ale je dano genetickou informaci v podobé DNA. Poradi aminokyselin v fetézci je
kédovano poradim nukleotidd (Vodrazka 1996).

Propojeni jednotlivych aminokyselin do fetézce =zajistuje peptidova vazba
(Copeland 2000). Retézec aminokyselin se oznaduje jako peptid. Molekulam obsahujicich do
10 aminokyselin se tika oligopeptidy. Vétsim molekuldm pak polypeptidy, které navazuji na
samotné bilkoviny (Vodrazka 1996).

Frekvence jednotlivych aminokyselin v fetézci ma za nasledek primarni strukturu
bilkovin. Nasledna konformace setazenych useku fetézce udava sekundarni strukturu. Tercialni
strukturu tvoii nésledné poskladani jednotlivych ¢asti fetézcti danych sekundarni strukturou.
Tato struktura nema pravidelné uspotradani (Vodrazka et al. 1998). Kvarterni struktura znamena
pravidelnost prostorového ulozeni molekulovych podjednotek tvofici celkové molekuly
s kovalentn€ navazanymi polymernimi fetézci a s pritomnosti vlastni terciarni struktury ve vétsi
celky. Tento utvar je vysoce uspofddany a lIze jej popsat geometrickymi tvary jako
napft. tetraedr, ikosaedr, Sroubovice atd. (Vodrazka et al. 1998).

Enzymy jsou zchemického pohledu polyamidy vzniklé nékolikanasobnou
polykondenzaci aminokyselin (Vodrazka et al. 1998).

Primary Secondary Tertiary
Structure Structure Structure

Obr. ¢. 13. Primarni, sekundarni a terciarni struktura
bilkoviny. (Copeland 2000)

260 - 70 % se jedna o slozené bilkoviny (Vodrazka 1996). Jako vSechny ostatni
bilkoviny, jsou 1 bilkoviny enzymu sloZeny z 20 proteinogennich aminokyselin (Copeland
2000). VSech téchto 20 proteinogennich aminokyselin (vyjma Glycinu) obsahuje tzv. chiralni
uhlik. Diky chiralnimu uhliku mohou tyto aminokyseliny existovat ve dvou formach: D a L
enantiomery (Vodrazka et al. 1998). Copeland (2000) ve své publikaci dopliuje tuto informaci
o skute€nost, Ze vSechny aminokyseliny, které se podili na stavbé bilkovin, se vyskytuji vyluéné
vV L- formé. CoZz znamend, ze uhlik aminokyseliny je v jejim hlavnim fetézci v nejvysSim
moZném oxidovaném stupni ve Fischerové vzorci nahote a aminokyselina se nachézi na levé
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stran¢€. Substituent R, ktery je pfipojeny na skelet aminokyseliny, udava charakteristické
vlastnosti pro danou aminokyselinu. Postranni fetézec je také rozhodujici pro polaritu, velikost
i acidobazicky charakter aminokyselin.

Zhruba polovina z 20 proteinogennich aminokyselin ma hydrofobni charakter
(Vodrazka et al. 1998). Tento hydrofobni charakter maji aminokyseliny slozené pouze
z uhlovodikt. Do této skupiny nalezi valin, leucin, alanin, isoleucin, prolin, methionin atd.
(Copeland 2000). Tyto aminokyseliny jsou méné rozpustné ve vod¢, nez ostatni aminokyseliny
(Vodrazka et al. 1998). Hydrofobni molekuly maji tendenci se ve vodném prostiedi
shlukovat, aby zmensily plochu, ktera je vystavena vodnému rozpoustédlu (Copeland 2000).
Jejich postranni fetézce hraji velkou roli v hydrofobnich interakcich bilkovin (Vodrazka et al.
1998). Vodrazka et al. (1998) déli hydrofilni aminokyseliny v neutrdlnim prostfedi na
aminokyseliny s nabitym postrannim fetézcem a nenabitym postrannim fetézcem. Do prvni
skupiny patii aminodikarboxylové kyseliny - asparagova kyselina a glutamova kyselina. Dale
sem ndlezi bazické kyseliny histidin, lysin a arginin. Do druhé skupiny se ftadi
serin, threonin, cystein, tyrosin, asparagin a glutamat. Dale zduraznuji, Ze vyznamnou
vlastnosti aminokyselin je jejich dipolarni charakter. Z tohoto divodu se fadi mezi
amfolyty, coz znamena, Ze se chovaji jako kyseliny, tak i jako zasady. Zda se budou chovat
jako kyseliny nebo jako zasady zavisi na tom, jaké je pH prostiedi, ve kterém se nachazi.

€00’ €00’
: B +

H;N»=—C—=Hi H=—C—=NH,

R R

Obr. ¢. 14. Fischerova projekce u aminokyselin. U L- formy se aminoskupina

vyskytuje na levé strané vzorce. (Dostupné z:
https://web.vscht.cz/~dolezala/CHPP/4%20Aminokyseliny.pdf ke dni 7.7 2020)

Pokud enzym obsahuje pouze bilkovinnou sloZku, hovotfime o ném jako o jednoduchém
enzymu (apoezymu) (Doubrava et al. 1984). Jak jiz ale bylo v této kapitole zminéno, témé&f
70 % bilkovin je sloZzenych. To znamen4, Ze kromé bilkovinné ¢asti, maji jeSté nebilkovinnou
cast. Tato nebilkovinna ¢ast je kofaktor. Jeho funkci je pfenaseni skupin atomu ¢i elektrond
(Vodrazka et al. 1998). Spolecnd uloha enzymovych kofaktort je poskytovat lokus pro
oxida¢né- redukcni reakce v aktivnim centru (Copeland 2000). Struktura kofaktorti byla
objasnéna jesté pred objasnénim struktury bilkovin enzymu. Jejich molekula mnohdy obsahuje
heterocyklus. Heterocyklus pak tvoii bud reaktivni ¢éast kofaktoru, nebo ma funkci
rozpoznavaciho prvku (Vodrazka et al. 1998).

Kofaktor mize byt bud’ kovovy iont, ¢i jina organicka molekula. Poptipadé se mohou
obé tyto slozky vyskytovat naraz (Sipal et al. 1992). V piipadé organickych molekul se mize
jednat napt. o lipidy, cukry, vitaminy apod. Kovové ionty jako kofaktory se vyskytuji bud’ volné
vazané (aktivacni), nebo pevné vazané (metaloenzymy). Aktivacnimi (volné vdzanymi) ionty
jsou Ca?*, K*, Mg?* a Mn?*. Metaloenzymy pak obsahuji zinek, med’, Zelezo a kobalt (Buthani
2019).

Nékteré enzymy potiebuji prave kofaktory ke své katalytické aktivité. Kofaktory, které
jsou pevn€ navazany na enzym, se oznacuji jako prosthetické skupiny. Jedna se
napt. 0 lipidy, cukry, vitaminy apod. (Buthani 2019). Béhem katalytické reakce neopoustéji
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aktivni centrum enzymu (Kodicek et al. 2018). Naopak kofaktory, které jsou na bilkovinnou
slozku vazény pouze slabé a mohou se tedy snadno disociovat, se oznacuji jako koenzymy.
Komplex koenzymu s apoenzymem se oznaCuje jako holoenzym (Vodrazka et al. 1998).
Vondrazka et al. (1998) upozoriiuji, ze Casto je naro¢né odliSit prosthetickou skupinu
a koenzym z davodu Siroké Skaly v pevnosti vazby kofaktoru. Bhutani (2019) dodava, zZe
koenzymy jsou teplotn¢ stabilni a dodavaji tak jistou odolnost enzymim vici vys$sim teplotam.
Toto neplati o jednoduchych enzymech skladajicich se pouze z bilkovin. Bilkoviny samy
0 sobé jsou totiz nachylné k degradaci pti vyssich teplotach (Vodrazka 1996).

Dilezitou strukturou enzymu je tzv. aktivni centrum (Kindl & Waober 1981). Zde se
nachazi vazebné misto, to je misto, kde bude probihat reakce, nebo také misto, kde je piipojen
koenzym. Neékteré enzymy maji aktivnich center i vicero (Doubrava et al. 1984). Aktivni
centrum se da piedstavit jako prohlubeii ¢i zahyb ve struktuie enzymu. Toto misto obsahuje
nejvice hydrofobni oblasti. V okoli aktivniho centra ma terciarni struktura za kol provadét
selekci substratu, ktera je podminéna substratovou konformaci. Déle také terciarni struktura
zajiStuje optimalni prostorové usporadani reakéniho partnera (substratu) (Kindl & Waober
1981).

3.4.3 Klasifikace a nazvoslovi enzymi

Klasifikace enzymil neni doposud zcela vyieSena. To je dano jejich znacnym mnozstvim
a slozitou strukturou (Doubrava et al. 1984). Nejstarsi historicky objevené enzymy byly
pojmenovany dle jejich vyskytu a funkci v organismu (napt. pepsin) (Sipal et al. 1992).
Zpocatku se enzymy pojmenovavaly povétsinou s koncovkou- in. Dodnes se nékteré tyto nazvy
stale vyuzivaji, viz jiz zminovany pepsin. Pozdéji se zacalo vyuzivat koncovky- 4za a ndzev byl
tvoten dle substratu, ktery enzym katalyzoval (napt. amylaza) (Vodrazka 1996). S nardstajicim
poétem objevenych enzymil bylo nutné je systematizovat (Sipal et al. 1992).

Z tohoto divodu zavedla vroce 1961 Mezinarodni biochemickd unie (IUB)
systematickou klasifikaci enzymi (Kodicek et al. 2018). Klasifikace timto zpiisobem se fidi
tremi principy (Sipal et al. 1992):

1. Enzymy jsou klasifikovany a pojmenovany na zéklad¢ reakce, kterou
katalyzuji.

2. Nazvy enzymu smi byt pouzity pouze pro jednotlivé enzymy. Nelze je
pouzit pro pojmenovani systému obsahujici vice nez jeden enzym.

3. Enzymy jsou rozdéleny do skupiny na ziklad€ toho, jaké reakce
katalyzuji.

Enzymy délime do 6 skupin dle toho, jaké reakce katalyzuji. Enzymy byly takto
rozdéleny do 6 tfid, které tvoii nasledné jesté podtiidy a skupiny. Toto umoznilo vznik
ctyfmistného Ciselného kodu EC (enzyme commission). Prvni Cislice ndm udéva tiidu, druha
podttidu, tfeti skupinu a posledni ¢tvrté Cislo je ¢islo enzymu ve skuping (Kodicek et al. 2018).
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TRIDA % ZASTOUPENI
1. Oxidoreduktazy 25,6

2. Transferazy 27,6

3. Hydrolazy 22,9

4, Lyazy 13,1

5. Isomerésy 5,3

6. Ligazy 55

Tab. ¢&. 1.: Cetnost zastoupeni jednotlivych tiid enzymil. (Zdroj: Vodrazka et
al. 1998, upraveno)

3.4.3.1 Oxidoreduktazy

Oxidoreduktazy katalyzuji intermolekularni oxidacné- redukéni ptemény. Redukéni Cinidla se
oznacuji jako donory (vodiku nebo elektrontl), oxidacni Cinila jako akceptory (Kodicek et
al. 2018). V systému enzymu se nazev tvoii takto: donor: akceptor- oxidoreduktaza (Doubrava
et al. 1984). D¢li se na podtiidy na zaklad¢ funkénich skupin, které jsou donory bud’ H, nebo
elektronti (Vodrazka 1996).

donor + akceptor— oxidovany donor + redukovany akceptor

Jako piiklad 1ze uvést systémovym nazvem ethanol: NAD" - oxidoreduktazu, ¢i doporu¢enym
nazvem alkoholdehydrogenazu [1.1.1.1.] (Vodrazka 1996). Jeji reakce probiha takto:

ethanol + NAD* — acetaldehyd + NADH

3.4.3.1.1 Podskupiny oxidoreduktaz:

Kodicek et al. (2018) popisuji ve své publikaci podskupiny oxidoreduktaz takto:

1. Dehydrogenazy
Jedna se o enzymy odstépujici atomy vodiku z donoru a nasledné je pienaseji na
akceptor, ktery musi bat jiny, neZ molekulovy kyslik. Akceptory jsou v tomto ptipadé
nejcastéji koenzymy NAD (P)*, avSak jim také mize byt i jiny koenzym oxidoreduktaz.

2. Transhydrogenazy
Enzymy ptenasejici vodikové atomy mezi dvéma substraty.

3. Oxidazy
Jde o enzymy, které pienaSeji vodikové atomy ze substrdtu na molekulovy kyslik.
Produktem reakce u oxidas obsahujicich FAD (napt. glukosaoxidazy) je casto peroxid
vodiku, nebo 1 voda.

4. Oxygenazy

Jako oxidacni ¢inidlo pouzivaji molekulovy kyslik. Jeden (monooxygenaza) nebo dva
(dioxygenaza) atomy kysliku se zaclefiuji do substratu.
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5. Peroxidazy
Enzymy, které oxiduji pomoci peroxidu vodiku (akceptoru) rizné substraty. U téchto
substratili je nejcastéjsi prosthetickou skupinou hem.

6. Katalazy
Tyto enzymy maji mimofadné velkou katalytickou Gcinnost. Pouha jedna molekula
enzymu je schopna pfeménit za minutu 5 miliond molekul H2O. Vyuzivaji
disproporcionaci toxického peroxidu vodiku s hemem jako prosthetickou skupinu.

3.4.3.2 Transferazy

Jedna se o enzymy pienasejici skupinu (napt. methylovou ¢i glykosylovou) z jedné
slouceniny (donor) na slouc¢eninu druhou (akceptor). Ve vétSin€ piipadl je donorem
koenzym, ktery nese pfenaSenou skupinu. Podtiidy se déli dle piendsenych skupin
(Sipal et al. 1992). Systémovy nazev je tvofen takto: donor: akceptor-
skupinatransferdza (Doubrava et al. 1984). Je nutno uvadét, jakd skupina je témito
enzymy prenasena. Dle toho se pak také transferazy dé€li na patfi¢né podtiidy (Kodi¢ek
et al. 2018).

donor- R + akceptor— donor + akceptor- R

Pfikladem je napf. systémovym nazvem acetyl-CoA: acetyl-CoA-C-acetyl-transferaza,
doporuéenym nazvem acetyl-CoA-acetyltransferaza [2.3.1.9] (Vodrazka 1996).

acetyl-CoA + acetyl-CoA — CoA + acetoacetyl-CoA

3.4.3.3 Hydrolazy

Vodrazka et al. (1998) tuto skupinu popisuje jako enzymy $tépici hydrolyticky vazby
vzniklé kondenzaci (pfikladem této vazby je vazba peptidova). Béhem tohoto §tépeni
dochazi k odstépeni vody. Systémovy nazev ma tato skupina:substrat (sSkupina)
hydrolaza. Skupina se uvadi v ptipad¢, kdy neni jasné, kterd Cast molekuly se
hydrolyticky odstépuje. Tato tiida se déli na podtiidy dle typu St€pené vazby (Kodicek
et al. 2018).

A-B + H.O— AOH + HB

Za piiklad lze uvést D- glukosu-6-fosfat-fosfohydrolazu (doporu¢enym nazvem
glukoza-6-fosfataza) [3.1.3.9.] (Vodrazka 1996).

D-glukosa-6-fosfat + HoO — D-glukosa + monofosfat
3.4.3.4 Lyazy
Lyazy nehydrolyticky §tépi vazby C-C, C-O, C-N. Od ostatnich enzymt maji lyazy
jistou odlisnost. Pusobi na dva substraty v jednom sméru, ale ve sméru opacném uz
pouze na jeden substrat (Sipal et al. 1992). Zatfazeni enzymu do této tfidy byva slozité
(Kodicek et al. 2018). Lyazy tvoti malo pocetnou skupinu enzymt. Na podttidy se déli
na zakladé $tépenych nebo syntetizovanych vazeb (Vodrazka et al. 1998).

substraty (+ substrat) — produkt: + produktz (maly)
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Jeden enzym ztéto skupiny je i karbonathydrolydza, doporu¢enym nazvem
karbonatdehydrataza [4.2.1.1.] (Vodrazka 1996).
Jejiz reakce je:

H* + HCO3 — CO? + H20

3.4.3.5 Isomerazy

Maji na starost realizaci vnitromolekulovych pfesunti atomt a jejich skupin. Jedna se
0 vzajemné piemény izomerd (Vodrazka 1996). Dle typu reakce se déli na racemazy
a epimerazy (zmény konfigurace), intramolekularni oxidoreduktdzy (napt. preména
aldézy na ketdzy), intramolekularni transferazy (tzv. mutazy- presunuji skupiny uvnitt
jedné molekuly), na topoisomerazy (ménici prostorovou strukturu DNA) a na dalsi. Typ
reakce se objevuje i v nazvu systémovém, ktery je: substrattyp. Proto nékdy byva
systematicky ndzev shodny s nazvem doporucenym (Kodicek et al. 2018).

Prikladem je UDPglukdza-4-epimeraza [5.1.3.2.] (Vodrazka 1996). Jejiz reakci 1ze popsat:
UDP- gluk6za — UDP-galaktoza

3.4.3.6 Ligazy

Enzymy katalyzujici energeticky naro¢né slucovani dvou substrati (S1, S2). Pro tuto
reakci se vyuziva energie obvykle z ATP ¢i GTP. (Kodicek et al. 2018). Jedna se
0 pomérné malo zastoupenou skupinu enzymii (Vodrazka 1996). Trividln¢€ se tato
skupina nazyva jako synthetdza. Systémovym nazvem pak substratl:susbtrat2-ligaza
(ADP-, AMP, ¢i GDP tvorici) (Kodicek et al. 2018).

Substrat; + substrat, + ATP/GTP — substrat; + substrat, + ADP/ADP + P;

Piikladem ligdzy je enzym systémovym nazvem L-alanin: t-RNAAR- ligaza.
Doporuc¢enym nazvem se nazyva alanyl-tRNA- synthetdza [6.1.1.7.]. (Vodrazka 1996).
Poskytujici reakei:

ATP + L- alanin + tRNAA? — AMP + difosfat + L-alanin- tRNA?2
3.4.4 Enzymova katalyza a reakéni podminky

Pii reak¢nich podminkéach hraje velkou roli stabilita enzymu. Stabilitou enzymi
rozumime schopnost enzymil zachovat si svoji katalytickou aktivitu, pokud se zméni
vnéjsi podminky reakce (Kotal et al. 1989). Rychlost enzymatické reakce mize
vykazovat velkou citlivost na tyto zmény (Copeland 2000). Stabilita enzymdi je zavisla
na jejich struktufe, ale i na piivodu samotnych enzymii. Napiiklad enzymy plivodem
z termofilnich mikroorganismi jsou teplotné 1épe stabiln€jsi, nez enzymy z jinych
mikroorganismi (Kotal et al. 1989). Kotal et al. (1989) dale ve své publikaci dopliuji, Ze
vV dne$ni dob& se vyuzivaji latky, které napiiklad zafixuji strukturu enzymu, ¢i ji
pozménuji tak, aby se pozménila. Mezi tyto latky se fadi rtizna aditiva. Aditivy pak jsou
kovové ionty, cukry, glycerol apod.

Enzymova katalyza probihd riznymi rychlostmi v zavislosti na koncentraci

substratli, mnozstvi daného enzymu, fyzikalné chemickych podminkach prostfedi a na
pritomnosti efektorti (modifikatorti) (Vodrazka et al. 1998).

37



Primarni veli¢inou chemické kinetiky je reak¢ni rychlost. Ta se da definovat zménou
latkového mnozstvi za ur€ity Cas, jakéhokoliv z Gcastnikli dané reakce (Kodicek et al.
2018). Aktivitu enzymi nejCastéji méiime na zakladé Ubytku substratu ¢i piibytku
produktu v reak¢ni smési (Kotal et al. 1989). Katalyticka jednotka enzymui je katal (kat)
(Kodicek et al. 2018). Katal oznacuje aktivitu, béhem které se za sekundu pfeméni jeden
mol substratu (Koolman & Réhm 2012). Druhou jednotkou je pak mezinarodné uzivana
jednotka Unit (U) (Kodicek et al. 2018). Ta charakterizuje 1umol pfemény za minutu
(Koolman & Rohm 2012). Jedna se o veli¢iny charakterizujici mnozstvi aktivniho
enzymu (Kodicek et al. 2018).

3.4.4.1 Vliv substratu

V roce 1913 L. Michaelis a M. L. Mentenova méfili rychlost hydrolytického Stépeni
sachar6zy na fruktézu a glukozu za riznych podminek (Vodrazka et al. 1998). Odhalili dvé
skutecnosti, které vypovidaji o faktech enzymovych reakcich. (Zehnalek 1999). Vodrazka et al.
(1998) tyto dvé fakta charakterizoval takto:

1. Paklize byla udrZzovana pii pocateni rychlosti reakce koncentrace sachardzy
konstantni a dochazelo ke zméné mnozstvi enzymu, byla pocatecni rychlost reakce
linearni v zavislosti na koncentraci katalyzatoru.

2. Paklize naopak byla udrzovana koncentrace enzymu linearni a dochézelo ke zméné
mnozstvi substratu, poc¢atecni rychlost byla hyperbolicka v zavislosti na koncentraci
sacharo6zy.

Dle teorie Michealise a Mentenové se kiivka zavislosti rychlosti enzymové reakce
vyjadiuje ke vztahu sycenim enzymu substritem. Nazyvad se proto jako saturacni kiivka
(Vodrazka et al. 1998). Matematické vyjadieni této saturacni kiivky ndm umoziuje zpracovavat
kinetick¢é parametry (Zehndlek 1999). Zarovenn ndm dle Vodrazky et al. (1998) toto
matematické vyjadreni kiivky poskytne rovnici nazyvanou jako rovnice Michealise
a Mentenove.

V[S]
v=—1
Km + [5]

V této rovnici jsou obsaZeny dva konstantni parametry. Jedna se o parametr mezni
rychlost V a o parametr Kw, ktery se nazyva jako Michaelisova konstanta (Zahnalek 1999).
Michaelisova konstanta Km vyjadifuje afinitu enzymu k substratu. Rychlost V vyjadiuje
maximalni rychlost reakce (Koolman & Réhm, 2012). Dle Kodicka et al. (2018) je ovSem
oznaceni jako maximalni rychlost nespravné, protoze hyperbola nema své maximum. Ve své
publikaci tuto hodnotu oznacuji jako Viim (limitujici). Michaelisova konstanta udava takové
mnozstvi substratu, pii které v dosédhne poloviny V (Koolman & Roéhm, 2012). Narozdil od
parametru V je Michaelisova konstanta nezavisla na mnoZstvi enzymu, ale je zavisla na svém
prostiedi (pH, teplota, pifitomnost efektori apod.) (Vodrazka et al. 1998). Vysoka afinita
enzymu K substratu je typicka pro nizkou hodnotu Km a naopak (Koolman & Roéhm, 2012).
Hodnota KM ma velice $iroké rozmezi a to 10 az 10 mol.I". Ky se d4 stanovit na zakladé
experimentalnich méfeni reakcnich rychlosti pfi riznych koncentracich substratu a naslednym
zpracovanim dat, bud’ graficky, nebo matematicky (Kotal et al. 1989).
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1iv, v
sm = Km/V Vy
vi2
uv
1Km 1/[8] [S]
Obr. ¢. 15. Vyneseni dle Lineweavera a Burka, kdy Obr. ¢. 16. Grafickym vyjadfenim
dostaneme tvar piimky. Jedna se o dvojnasobné rovnice dle Michaelise-Mentenové je
reciproké vyneseni. Musime ziskat linearni zavislost hyperbola. (Dostupné z:
Kk uréeni kinetickych parametri. (Dostupné z: http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/=T
http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/=Texty/14- exty/14-
Enzymov%C3%A1%20kinetika/14-Kinetika-1.htm Enzymov%C3%A1%20Kkinetika/14-
ke dni 2. 10. 2020) Kinetika-1.htm ke dni 2. 10. 2020)

Kotal et al. (1989) vyvozuji z danych skute¢nosti tyto zavéry:

1. Cim je hodnota Kwm niZsi, tim je enzym G&inng&jsi.

2. U enzymd, které plisobi na vice substratli, je hlavni ten substrat, ktery ma
nejnizs§i hodnotu Km.

3. Koncentraci substratu, kterd je nutna k dosazeni limitni rychlosti reakce
(maximalni), miZeme spocitat z hodnoty K.

4. Srovnanim hodnot Km u riznych enzymt z rliznych zdrojd, 1ze vybrat ten

vvvvvv

3.4.4.2 Vliv teploty

Enzymovéa zavislost na teplot¢ okoli je zpravidla nesymetricka (Koolman
& Rohm 2012). Se zvySovanim teploty roste rychlost enzymové reakce (Doubrava et al.
1984). Pti zvySeni teploty o 10°C se rychlost enzymatické reakce zvysi piiblizné
1,5 - 2krat (Kotal et al. 1989). AvsSak s rostouci rychlosti reakce dochazi taktéz ke
zrychleni rozkladu enzymu (Doubrava et al. 1984). To je zpusobeno denaturaci
bilkovinné €asti enzymu. V nékterych ptipadech i odSt€povanim kofaktoru (Vodrazka
et al. 1998). Denaturace nastane vlivem teploty, ktera bude jiz za hranici teplotniho
optima jednotlivych enzymu a enzym piestane byt stabilni (Koolman & Réhm, 2012).
Z tohoto divodu bude rychlost reakce enzymi stoupat do svého teplotniho maxima. Po
prekroceni této hranice, kdy zacne dochazet k denaturaci bilkovin, se rychlost reakce
zatne vyrazn¢ snizovat (Copeland 2000).

Pojmem optimalni teplota enzymu rozumime vysledek téchto protichiidnych
d&jti (Zehnalek, 1999). Teplota u enzymt ovliviiuje dalsi faktory: afinitu enzymu
k substratu, ionizaci funk¢nich skupin, pH pufri i rozpustnost kysliku béhem oxida¢nich
reakci (Sipal et al. 1992). Poloha teplotniho maxima je tedy dana termostabilitou
enzyml. Termostabilita Zivo¢iSnych enzym je zpravidla kolem 50- 60 °C (Zehnalek
1999). Ale existuji 1 vyjimky, naptiklad enzymy termofilnich bakterii mohou byt aktivni
i nad 100°C (Koolman & Réhm 2012).
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Drtiva vétSina enzymatickych testll se provadi pfi teploté od 25°C do teploty
37°C (tzn. pii fyziologické teplote) (Copeland 2000).

rychlost 4
chemické
reakce

%0°c teplnt:l

Obr. €. 17. Vliv teploty na rychlost enzymatické aktivite.
Po dosazeni teplotniho maxima, rychlost reakce rychle
klesne. (Dostupné z:
http://www.studiumbiochemie.cz/prirodni_latky enzymy.
html ke dni 3.10 2020)

3.4.4.3 Vliv pH

Na hodnoté pH vyrazné zavisi enzymova aktivita (Koolman & Réhm, 2012).
Jedna se totiz o polyamfolity, proto jejich aktivita zavisi na pH. Katalyticka aktivita
enzymil zavisi na koncentraci vodikovych iontl, coz podmitiuji protonovatelné skupiny.
Protonovatelné skupiny jsou soucasti aktivnich center a taktéz soucasti molekul mnoha
substratti (Vodrazka et al. 1998). Reakce mezi enzymem a substratem pak zavisi na
stupni jejich protonace (Zehnalek 1999).

Je mnoho zptisobtl, jak miize hodnota pH ovlivnit prubéh reakce. Jde predevs§im
o zmény Vv disociacich substrati a produktii (Kotal et al. 1989). Kotal et al. (1989) dale
dopliuyji, Ze zmény v disociacich ovliviiuji hodnotu rovnovazné konstanty. Aktivita
enzymil je vymezena na izkou oblast hodnot pH (Sipal et al. 1992). Velka skala enzymi
pusobi katalyticky pouze ve vymezeném rozsahu hodnot pH. Mimo tento rozsah aktivita
enzyml klesa (Zehnalek 1999). Diky zméné pH Ilze regulovat a fidit rychlost
enzymatické reakce, coz je typické napiiklad pro buniku (Doubrava et al. 1984).

Velka vétsina enzymt ma své pH optimum v neutralni oblasti (Kotal et al. 1989).
P1i této oblasti dosahuje katalytickd reakce nejvyssi mozné aktivity. Neutralni oblast
zaujima hodnotu pH v rozmezi 5-7 (Zehnélek 1999). Mimo neutralni prostiedi plisobi
napiiklad travici enzymy, které maji své pH optimum v kyselém prostiedi
(napf. proteaza pepsin [3.4.23.1] ma pH optimum 2) (Koolman & R6éhm 2012).
V zasaditém prostiedi ma pak své pH optimum napiiklad enzym Arginaza
[3.5.3.1], ktery ma pH optimum 9-10 (Doubrava et al. 1984).

Dle Sipala et al. (1992) je uzka oblast pH maxima u enzymi dana témito tfemi
faktory:
1. Pii extrémni hodnoté¢ pH dochazi Kk ireversibilni zméné ve sktruktute
bilkoviny enzymu.
2. Pokud jsou substraty schopny disociace, tak diky vlivu jejich ionizace.
3. Kuvili vlivu pH na katalytickou reakci a na disociaci vazebnych skupin
enzymu.
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Obr. ¢. 18. Vliv pH na pribéh reakce. Po
dosazeni pH optima, zacne rychlost
reakce klesat. (Dostupné z:
http://www.studiumbiochemie.cz/prirodn
i_latky enzymy.html ke dni 2.10 2020)

3.4.4.4 Vliv efektoru

Efektory nazyvame latky, jez ovliviiuji aktivitu enzymt (Kotal et al. 1989).
Pokud je enzymova reakce danou latkou pozitivné€ podporovana, mluvime o pozitivnich
efektorech (aktivatorech). Pozitivni efektor vede ke zvySeni katalytické aktivity enzymu
(Sipal et al. 1992). Pokud ale naopak dochézi ke zpomaleni enzymové reakce, tak se
jedna o negativni efektory (inhibitory) (Zehnalek 1999).

Efektory délime na efektory ptirozené a efektory nepiirozené (Vodrazka et al.
1998). Prirozeny efektor je normalni slozka buniky (koenzymy a metabolity). Modelové
latky a léciva se fadi k neptirozenym efektorim (Vodrazka et al. 1998). Cela fada 1é¢ku
vyuziva svého inhibi¢niho G¢inku na enzymy (Koolman & Rohm 2012).

3.4.4.4.1 Aktivatory

Razné kovové ionty pusobi jako aktivatory. Bud’ umoziuji vznik komplexu
enzym-substrat, nebo jej dokdzou zpevnit (Kotal et al. 1984). lonty, které¢ takto mohou
povzbudit aktivitu enzymu, maji zpravidla své protonové &islo od 11 do 30. (Sipal et
al. 1992). lonty s vyssim protonovym ¢islem uz pusobi jako ireverzibilni inhibitory
(Zehnalek 1999). Zehnalek (1999) dale dopliuje, Ze k aktivatorim se tadi jeSté fada
organickych latek ¢i vzacnéji anionty (fosfatové, chloridové). Za aktivator se povazuje
ta latka, ktera se vratné vaZe na enzym a neni pevnou soucasti bilkoviny enzymu ¢i
jeho prosthetické skupiny (Vodrazka et al. 1998). U nékterych enzymt je pfitomnost
efektoru dokonce nutna k tomu, aby zahajily svoji aktivitu (Vodrazka 1996).

3.4.4.4.2 Inhibitory

Pokud latka sniZzuje rychlost enzymové reakce, miize se jednat o inhibitor
(Kodicek et al. 2018). Vétsina inhibitori je reversibilnich, ¢ili nezptsobuji trvalé
zmeény. V piipad¢ ireversibilnich inhibitori dochézi k trvalym modifikacim (Koolman
& R6hm 2012). Inhibitort je cela $kala a jsou riznych povah (Vodrazka 1996). Mohou
to byt ionty, nizkomolekularni latky, vysokomolekularni latky, organické
a anorganické latky (Zehnalek 1999). Znakem téchto latek je jista afinita k néjakému
aktéru enzymové reakce (Sipal et al. 1992). Zpusobi bud’ zménu struktury
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enzymu, ptisobi jako konkurent substratu v boji o misto na aktivnim centru nebo
mohou jiz inaktivovat vznikly komplex enzym- substrat (Vodrazka 1996).

Mohou byt specifické nebo nespecifické (Kotal et al. 1984). Kotal et al. (1984)
ve své publikaci uvadi jako specifické inhibitory latky snizujici reak¢ni rychlost pouze
u vybranych enzymil. Nespecifické inhibitory ptisobi na vicero riiznych enzymii. Radi
se sem ruzna denaturacni Cinidla, latky narusujici strukturu enzymu, latky blokujici
funk¢éni skupinu, jez je soucasti aktivnich center... Jedna se naptiklad o formaldehyd
¢i 1onty tézkych kovt.

Jednim z hlavnich regulacnich prostfedka bunky je pravé inhibice (Zehnalek
1999).

Dle pevnosti vazby na enzym se inhibitory d€li na reverzibilni a nereverzibilni
(Sipal et al. 1992).

3.4.4.4.2.1 Reverzibilni inhibitory
V této oblasti se nachazi 4 druhy inhibice (Zehnalek 1999). Daji se od sebe
odlisit kinetickym métenim (Vodrazka et al. 1998). Kinetickym méfenim miiZzeme
odlisit kompetitivni, akompetitivni a nekompetitivni inhibici (Sipal et al. 1992).
Zehnalek (1999) ve své publikaci ma jesté uvedenou Ctvrtou reverzibilni inhibici-
smiSenou.

1. Kompetitivni- inhibitor je svoji strukturou podobny substratu (Kotal et
al. 1984). Dochazi k soutézi o vazebné misto inhibitoru se substratem
(Vodrazka et al. 1998). Kompetitivni inhibitory se na enzymy
navazou, ale nezpisobi jeho pfeménu (Koolman & R6hm 2012). Timto
dochazi k blokaci enzymu (Vodrazka et al. 1998). Inhibitor neovlivituje
mezni rychlost, ale zvySuje Michaelisovu konstantu (Vodrazka 1996).

2. Nekompetitivni- Tyto inhibitory neovliviiuji vazbu substratu na
enzym, ale zpomaluji proces jeho pfemény v produkt (Vodrazka 1996).
Neovlivni vazbu ani ve vysokych koncentracich inhibitoru (Doubrava et
al. 1984). Neovliviiuji hodnotu Michaelisovy konstanty, ale snizuji
mezni rychlost (Kotal et al. 1984).

3. Akompetitivni- Pfi této inhibici se inhibitor vadZe na komplex
enzym- substrat (ES). Komplex inhibitoru s enzymem a substratem (ESI)
se pak dale nemiZe preménovat na produkt (Kodicek et al. 2018). SniZuje
se stejnou mirou mezni rychlost a Michaelisova konstanta (Zehnalek
1999).

4. SmiSend- Dochazi ke zméné Michaelisovy konstanty, mezni
rychlosti, ale i jejich samotnému poméru (Vodrazka 1996).

3.4.4.4.2.2 Treverzibilni inhibitory

Tyto inhibitory nevratné blokuji enzymovou aktivitu. Vytvafi velmi pevny
komplex enzym-inhibitor (EI) (Zehnalek 1999). Disocia¢ni konstanta ma nulovou
hodnotu (Sipal et al. 1992). Pribéh kiivky piipomina nekompetitivni inhibici.
Hodnota Michaelisovy konstanty je stejnd, ale snizuje mezni rychlost z divodu
klesani koncentrace aktivniho enzymu (Kodicek et al. 2018). S kazdym ptfidanim
inhibitoru se enzymova aktivita postupné snizuje (Sipal et al. 1992).
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3.5 ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

Pod pojmem reactive oxygen species (ROS) rozumime v ¢eském prekladu reaktivni
formy kysliku. ROS mohou Vv rostliné v prudké mife vznikat pod vlivem ptisobeni stresu, ktery
jako dusledek svého pisobeni vyvola oxidativni stres (Piterkova et al. 2005). Tyto reaktivni
formy kysliku jsou nevyhnutelnym dasledkem aerobniho metabolismu (Sharma et al. 2012).
Molekuldrni kyslik v atmosféte je malo reaktivni. Riznymi procesy se tento malo reaktivni
kyslik mize pfeménit na jeho aktivnéj$i formy ¢i na oxida¢ni slou¢eniny (Prochazka et al.
1998). ROS jsou molekuly nesouci kyslik, ktery je vice reaktivni nez samotny O (Waszczak
et al. 2018). Zatazuji se zde volné radikaly jako je superoxidovy aniont (O2"), hydroxilovy
radikal (OH"), peroxid vodiku (H202) a singletni kyslik (*O2) (Sharma et al. 2012). Produkce
singletniho kysliku podminuje produkci dalSich reaktivnich forem kysliku (Piterkova et al.
2005).

V ptitomnosti kysliku vedou bunécné reakce charakterizované vysokou rychlosti pfenosu
elektronti nebo energie nevyhnutelné k tvorbé ROS. Vyvinulo se i n€kolik enzymatickych
reakci, které produkuji ROS jako hlavni produkt nebo jako vedlejsi produkt. Potencial
poskozeni témito latkami byl zmirnén vyvojem a rozSifenim fady enzymatickych
I neenzymatickych rozklada¢i ROS (Waszczak et al. 2018). ROS mohou zptsobit inaktivaci
enzymi, oxidovat proteiny a poskozovat RNA a DNA. Pfi zvySené koncentraci vznika
hypersenzitivni reakce rostlin nasledovand programovanou buné¢nou smrti. Kazdy typ ROS
ma jedine¢né chemické vlastnosti (Mhamdi & Van Breusegem 2018). Hydroxylovy radikal je
divodem poskozeni predevsim lipidd, nukleovych kyselin a proteinti (Piterkova et al. 2005).
Singletovy kyslik oproti tomu oxiduje lipidy a proteiny (Mhamdi & Van Breusegem 2018).
Pomoci enzymu jako je superoxid dismutaza [1.15.1.1], peroxidaza [1.11.1.7], katalaza
[1.11.1.6] a enzymy askorbat - gluthathionového cyklu se mohou rostliny proti ROS G¢inné
branit (Piterkova et al. 2005).

Pavodné byl piedpoklad, Ze ROS jsou pouze toxické produkty aecrobniho metabolismu.
Nicméné v poslednich letech se prokazalo, ze ROS maji v rostlinach i dilezité signaliza¢ni role.
Jsou diilezité pro fizeni rdstu, vyvoje a vV neposledni fadé¢ se podili na procesu reakce na rizné
abiotické ¢i biotické podnéty (Piterkova et al. 2005; Bailey- Serres & Mittler 2006). V ROS
homeostdze dochdzi k rychlym zménam pii vykyvech stavu prostfedi. Rostliny tyto zmény
monitoruji a vyuzivaji je k pfenosu signali, které pak slouzi k Gpravé metabolismu ¢i
fyziologie, a to jak na bunétné urovni, tak na Grovni celé rostliny (Waszczak et al. 2018). Ze
vSech ROS je nestabilngjsi peroxid vodiku, a proto je povazovan za pievazujici prvek béhem
buné¢né signalizace (Mhamdi & Van Breusegem 2018).

ROS jsou kontinudln¢ produkovany jako vedlejsi produkt metabolickych drah. Za
béznych podminek jsou tyto molekuly degradovany pfedevsim antioxida¢nimi mechanismy.
Béhem stresu se miize vyznamné naru$it rovnovdha mezi produkci a degradaci ROS.
V duisledku tohoto naruseni mize koncentrace ROS v rostliné nebezpecné stoupat (Pitzschke
et al. 2006). Paklize je narGst koncentrace ROS maly, antioxidacni mechanismy maji
dostatecnou kapacitu na to, aby koncentraci ROS vratily do pavodnich hodnot pfirozené
homeostazy. Koncentrace ROS se v pribéhu stresu zvySuje 3 az 10x oproti normalnimu stavu
(Van Breusegem & Dat 2006).
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3.5.1 Druhy ROS

Molekuly kysliku jsou nezbytné nutné pro zivot. Molekula kysliku mé nenahraditelnou
funkci v aerobnich reakcich. Kyslik vznika v chloroplastech oxidaci vody ve fotosyntetickém
elektronovém fetézci (Saed-Moucheshi et al. 2014). Molekularni kyslik je malo reaktivni. Jeho
reaktivita se méni riznymi mechanismy (Piterkova et al. 2005). Jedna se o dva zakladni
mechanismy. Prvnim je fotodynamicka aktivace, kterd kon¢i predevsim produkci singletniho
kysliku. Za druhé muze dojit k redukci, kterd je nasledovand tvorbou peroxidu vodiku
a hydroxylového radikalu. Hydroxylovy radikal je nejreaktivnéjsi latkou v biologickém svéte.
Redukce se zna¢né urychluje v pfitomnosti pfechodnych kovtu (napi. méd’, Zelezo), nebo
I v pfitomnosti nékterych enzymu, konkrétné monooxidaz (Garg & Manchanda 2009). Aby
probéehla celkova redukce kysliku na vodu, jsou zapotiebi Ctyfi elektrony. Tato redukce probiha
s doprovodem jedno az tii elektronovou redukci za vzniku superoxidového radikalu, peroxidu
vodiku a hydroxylového radikalu. Reakce vyZaduje iniciaci pouze V prvnim kroku. Ostatni
kroky probihaji samovoln¢ z toho diivodu, Ze jsou exotermni (Piterkova et al. 2005).

3.5.1.1 Singletovy Kyslik (*Oz)

Singletovy kyslik, nebo taktéz triplet kysliku, je disledkem osvétleni chloroplasti (Garg
& Manchanda 2009). Chlorofylové pigmenty, jez jsou spojené s elektronovym transportnim
fetézcem, jsou primarnim zdrojem (Saed-Moucheshi et al. 2014). Nedostate¢né rozptyleni
energie béhem fotosyntézy muze vést k vytvoreni tripletu chlorofylu. Triplet chlorofylu miize
pievést svoji excitatni energii na Oz a vytvofit tak 'O, (Garg & Manchanda 2009). Dalsim
zdrojem singletového kysliku jako vedlejsiho produktu mutze byt aktivita lipoxygenazy
(Saed- Moucheshi et al. 2014). Singletovy kyslik muze zpusobit poskozeni obou
fotosyntetickych systémi PS 11 PS II a ohrozit cely proces fotosyntézy. Piestoze ma kratky
polocas rozpadu (3 us), dokaze urazit az 100 nm a zpusobit fadu poskozeni (Das
& Roychoudhury 2014). Garg & Manchanda (2009) ve svém ¢lanku dopliuji, Ze molekula
singletniho kysliku dokaZe vydrzet ve vodé téméf 4 ms, a v nepolarnim prostiedi aZz 100 ms.
Poskozeni zahrnuje molekuly proteint, pigmenty, nukleové kyseliny a lipidy. Jedna se o hlavni
ROS, ktery je zodpoveédny indukovanou ztratu aktivity PS 11 za svétla, coz vede k bunécné smrti
(Das & Roychoudhury 2014). Singletovy kyslik je velmi reaktivni molekula, ktera muze
reagovat s ostatnimi molekulami, anebo jim dokaze ptfedavat svoji excitaéni energii (Garg
& Manchanda 2009).

Rovnice vzniku dle Dase & Roychoudhuryho (2014) je:

Chl — 3Chl
5Chl + 30, — Chl + 10

Environmentalni stresy jako je slanost, sucho a pfitomnost tézkych kovi, vede
k uzavieni praduchti. Coz také ptispéje ke zvysené intracelularni koncentraci CO». Tato situace
podporuje tvorbu i O2. Rostlina se miize branit proti singletnimu kysliku za pomoci B-karotenu
¢i tokoferolu jako neenzymatickymi obrannymi mechanismy (Das & Roychoudhury 2014).
Singletni kyslik je taktéz n€kdy vyuzivan rostlinou jako signalni molekula (Garg & Manchanda
2009).

3.5.1.2 Superoxidovy radikal (O2")

Jedna se o produkt jednoelektronové redukce O2. M4 jeden neparovy elektron, a to z néj
¢ini volny radikal. Pivodné se mylné predpokladalo, Ze fotoredukci Oz se vytvari acetaldehyd
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za pritomnosti ethanolu a katalazy a za fotoredukovany produkt se povazoval peroxid vodiku.
Toto se vyvratilo v 70. letech, kdy byl detekovan jako primarni produkt superoxid
(Saed- Moucheshi et al. 2014).

Superoxid ma polocas rozpadu cca 2-4 ps. Jedné se o mirné reaktivni molekulu, ktera
nedokaze prochazet pres bunécné membrany. Z tohoto diivodu je superoxid snadno dismutovan
na peroxid vodiku (Garg & Manchanda 2009). Tvofi se hlavné v thylakoidech lokalizovanych
v PS I béhem necyklického elektronového transportniho fetézce (Das & Roychoudhury 2014).
Funguje jako oxida¢ni, ale i reduk¢ni ¢inidlo. Oxiduje siru, NADPH, aminokyseliny
(histidin, methionin, tryptofan). Déle dokaze oxidovat i komplexy pfechodnych kovu, ¢imz
dokaze ovlivnit aktivitu metaloenzymu (Piterkova et al. 2005).

3.5.1.3 Peroxid vodiku (H203)

Peroxid vodiku v rostliné vznika druhou redukci kysliku (Das & Roychoudhury
2014), a to dle nasledujici reakce:

20, +2H"—> H0,+ 07

Jedna se o stabilni slouceninu, kterd ma polocas rozpadu 1 ms (Piterkova et al. 2005).
Rozptylit se dokaze jen do urcité vzdalenosti od mista produkce (Garg & Manchanda 2009).
Peroxid vodiku je ¢ira a mirn¢ visk6znéjsi kapalina nez je voda. Ve ziedéném roztoku se jevi
jako bezbarvy (Saed-Moucheshi et al. 2014). Nejedna se o volny radikal, protoze veskeré
dostupné elektrony jsou sparované (Garg & Manchanda 2009. Vznika v chloroplastech
dismutaci superoxidového radikdlu ve vétSin€é reakci, které jsou katalyzované superoxid
dismutazou (Das & Roychoudhury 2014). Peroxid vodiku snadno prostupuje pfes membrany.
DokazZe inaktivovat nékteré enzymy oxidaci jejich thiolovych skupin, jako napi. enzymy
Calvinova cyklu, Cu/Zn SOD a Fe-SOD (Garg & Manchanda 2009).

Osud vzniklého peroxidu vodiku popisuji ve svém clanku Piterkova et al. (2005).
Uvadégji, Ze miize byt disproporciovan na vodu a kyslik za pfitomnosti katalazy, dle reakce:

H.0, + H2,02, — 2 H,0 + O

Dale mtze byt peroxid vodiku pouzit jako substrat pro reakce peroxidaz. Posledni moZnosti je
detoxikace askorbatperoxidazou, kterd spolupracuje S dehydrogenaskorbatperoxidazou
a gluthathion reduktazou v Halliwellové-Asadové draze.

Dle Das & Roychoudhury (2014) se peroxid vodiku netvoii v rostliné pouze v bézném
rezimu rostliny, ale i béhem oxidativniho stresu, ktery je zpusoben suchem, chladem,
intenzivnim svétlem, UV zafenim ¢i pii interakci S pathogeny. Ze 70 % je nadmérna tvorba
H20: zpisobena suchem.

3.5.1.4 Hydroxylovy radikal (OH)

Ttielektronovou redukci Oz vznika hydroxylovy radikal- nejreaktivné;jsi forma kysliku
(Piterkova et al. 2005). Zaroven je i nejvice toxicky ze vSech ROS, které jsou znamy. Ackoliv
peroxid vodiku a superoxidovy radikal jsou pomérné malo reaktivni, spoleéné dokdzi tvofit
velmi reaktivni hydroxylovy radikal (Saed-Moucheshi et al. 2014). Ten je vytvaren
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v neutralnim pH prostfedi ve Fentové reakci mezi H.O2 a Oz, Tato reakce je katalyzovana
kovy jako je Zelezo, resp. jeho Fe?*, Fe®"ionty (Das & Roychoudhury 2014).

H202 + 02" — OH + O2 + OH

Nizka dostupnost Zeleznatych iontti miize do znaéné miry omezit produkci OH'. Zelezité
ionty ale mohu byt pfevedeny do redukcniho stavu Zeleznatych iontl za asistence reduk¢nich
Potencialn¢ se daji ionty Zeleza nahradit jinymi ionty kovl, napf. ionty médi jako jsou
Cu?*, Cu®* ionty (Saed-Moucheshi et al. 2014).

Hydroxylovy radikal dokéze poSkozovat rostlinné slozky peroxidaci lipidd, poskozenim
proteinti a membranové struktury. Neexistuje zadny antioxidacni systém, ktery by dokazal
hydroxylovy radikal rozlozit, a tak jeho nadmérna koncentrace v buiice zptsobuje bunéénou
smrt (Garg & Manchanda 2009; Das & Roychoudhury 2014).

3.5.2 Vznik ROS v organelach

Hlavni misto vzniku téchto molekul se nachdzi v elektronovém transportnim fetézci
v chloroplastech a v mitochondriich. Dalsi dulezité misto vzniku je v peroxizomech, kde se
vyskytuji monooxygenazy a oxidazy. Produkce ROS déle probihd i v apoplastickém prostoru
mezi bunéénou sténou a plasmatickou membranou (Kumar et al. 2021).

3.5.2.1 Chloroplasty

Chloroplast je hlavni fotosyntetickda organela. Povazuje se za nejvyznamnéjSiho
producenta ROS (Piterkova et al. 2005). Hlavnim mistem vyroby ROS v chloroplastu jsou
fotosystémy | a Il (Kumar et al. 2021). V chloroplastech se hromadi velké mnozstvi energie
béhem absorpce zafeni asimila¢nimi pigmenty. Soucasné je béhem svétla v chloroplastech
zvysena koncentrace kysliku, ktera vznika z rozkladu vody ve fotosystému II (Prochazka et al.
1998). Fotosystém I obsahuje redukéni misto obsahujici centra skladajicich se z Fe-S. Zde miize
dochézet k redukci kysliku Mehlerovou reakcei (Piterkova et al. 2005). Priméarnim produktem
této reakce je superoxid (Prochazka et al. 1998). Superoxid miiZze byt pfeménén superoxid
dismutazou a pietvoien na vodu skrze rizné antioxidacni systémy (Kumar et al. 2021). Pokud
tomu tak neni, miiZze se ze superoxidu dale tvofit nebezpecné hydroxylové radikaly a peroxid
vodiku (Prochazka et al. 1998).

Fotoredukce kysliku za soucasné tvorby superoxidu je mozna i ve fotosystému II. Zde
se ale miZe jednat i o pozitivni jev. Je zde pfedpoklad, Ze vznikly superoxid chrani fotosystém
IT pted fotoinhibicnim poSkozenim. Superoxid je pravdépodobné schopen pfeménit vzniklou
excitacni energii (Prochazka et al. 1998; Piterkova et al. 2005). Chrani fotosynteticky
elektronovy transportni fetézec pred redukci a umoznuje tak u¢innou ochranu. Tvorba ROS se
tak nabizi jako moznd strategie pro preziti rostlin vystavené vysokému svételnému stavu
(Kumar et al. 2021). V chloroplastu za vysoké ozafenosti mize dochéazet také ke tvorbé
singletového kysliku, kdy dochazi k pfenosu excitacni energie z chlorofylu na kyslik, jenz je
v zakladnim stavu (Prochéazka et al. 1998).
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3.5.2.2 Peroxisomy

Hlavnimi metabolickymi procesy, pii kterych vznikd peroxid vodiku, jsou
fotorespiracni glykolatoxidazova reakce, B-oxidace mastnych kyselin, enzymatické reakce
flavinoxiddz a dismutace superoxidového radikalu. Peroxisomy jsou zfejm¢ nejveétSim
intracelularnim zdrojem H20: (Piterkova et al. 2005). OvSem ne vzdy musi nutné tok
fotorespirani cestou vést ke zvySené tvorbé H202 Peroxisomy jsou vybaveny silnym
mechanismem (¢isténi, ktery za normalnich okolnosti zabranuje zvySenému mnozstvi H2O>
(Waszczak et al. 2018).

Obdobne¢ jako chloroplasty a mitochondrie, tak i peroxisomy produkuji O2" jako produkt
jejich primarniho metabolismu (Sharma et al. 2012). V matrixu peroxisomt jsou uloZeny
enzymy Vv podob¢é multienzymového komplexu. Tento komplex zprostiedkovava pienos
metabolitd z peroxisomu pies jejich membranu pomoci prolinovych kanalku (Piterkova et al.
2005). Byly identifikovana dvé mista produkce O2™ v peroxisomech. Prvni misto bylo nalezeno
v matrix, kde byla nalezena spojitost s xantinoxidazou [1.1.3.22] a jejimi procesy. Druhé misto
se nachazi v peroxisomalni membrané, kdy je produkce Oz  spojena s flavoproteinovou
NADPH: ferricheldtreduktazou. Pouzivani NADPH jako darce elektroni vede ptimo
k produkci radikala. Xantinoxidaza katalyzuje oxida¢ni pfeménu xanthinu a hypoxanthinu na
kyselinu mocovou a je zdrojem ROS (Ahmad 2014). Za tvorbu superoxidu jsou dle Piterkové
et al. (2005) zodpovédné 3 polypeptidy o molekulové hmotnosti 18, 29 a 32 kDa. Dale
Piterkova et al. (2005) dopliuji, Ze béhem plsobeni stresu bylo zpozorovano zvysSené
uvolnovani superoxidu z membrany peroxisomu do cytosolu. Superoxidovy radikal se velmi
rychle pfeménuje na H>O2 a vodu.

Hypoxanthine

Xanthme +H;0, XDH

%02 NAD* +&

- Uric acid (antioxidant) + Uric acid
- 0y (ROS) +NADH + H*
2
+H,0,

Obr. €. 19. Produkce kyseliny mocové a superoxidu
xanthin oxidazou. (Dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/318416994
Is Serum_Uric_Acid a_Biomarker but not a_Media
tor_in_Patients With Lifestyle and_ Cardiovascular
Diseases/figures ke dni 2. 4. 2021)

3.5.2.3 Mitochondrie

Produkce ROS v mitochondriich probiha pies elektronovy transportni fetézec. Tento
elektronovy transportni fetézec se nachazi ve vnitfni mitochondridlni membrané, a to
v mitochondrialnich komplexech I, II a 11, kde se produkuje nejvice superoxidu (Waszczak et
al. 2018). Dale Waszczak et al. (2018) ve svém ¢lanku uvadéji, ze vyznam produkce v téchto
mistech nelze jednoznaéné posoudit. VéEtSina poznatkll totiz pochazi  z ZivociSnych
mitochondrii. AvSak vzhledem k podobné stavbé s rostlinnymi mitochondriemi je zde
predpoklad, Ze se mezi nimi nenachézeji Zadné vyznamné rozdily.
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Syntéza mitochondrialnich radikall je ve srovnani s chloroplasty ¢i peroxisomy niZzsi.
Zatimco chloroplasty a peroxisomy vyuzivaji fotorespiracni energie fotosyntézy, mitochondrie
jsou zdrojem radikald vtmavych a nezelenych tkanich. Tvorba ROS probiha
V mitochondridlnim elektronovém transportnim fetézci, ktery zahrnuje komplexy I a II1. Zde je
O, vytvoren a redukovan dismutaci na peroxid vodiku (Ahmad 2014).

3.5.3 ROS jako signalni molekuly

Vliv na rostlinu je do znacné miry dan koncentraci ROS. Pfili§ vysoké koncentrace maji
za nasledek velkou Skalu negativnich reakci, ¢i v krajnich pfipadech bunécnou smrt. Nizka
koncentrace naopak muze byt pro rostlinu prospésna (Bhattacharjee 2012). Vzhledem
k tomu, Ze ROS mohou ovliviiovat fadu genti a riizné signalni drahy, zacaly je rostliny vyuzivat
I jako signalni molekuly. Jako signalni molekuly jsou vhodné i proto, ze jejich molekuly jsou
malé a mohou se $ifit na kratké vzdalenosti (Pitzschke et al. 2006). Také jsou velmi reaktivni
a dokazi interagovat s dal§imi molekulami (Nafees et al. 2019). Zivotnost ROS jako signalnich
molekul je zna¢né dana rovnovahou mezi produkci oxidantii a produkci jejich antioxidantt
(Sharma et al. 2012). Rostliny jsou schopny s nejvétsi pravdépodobnosti uméle zvysit produkci
ROS pro ucely signalizace. Superoxid a peroxidu vodiku slouzi jako druzi poslové pfi
procesech rastu a vyvoje. O zménach prostfedi navic informuji superoxidy nachazejici se
v membranach rostlin (Garg & Manchanda 2009). ROS jsou tvofeny redoxnimi reakcemi, nebo
jsou piimymi derivaty kysliku. Ze vSech ROS muze prochdzet bunéénymi membranami pouze
H>0>, takZe na buné¢né signalizaci se ziejmé podili nejvice (Nafees et al. 2006). Ale je velmi
nepravdépodobné, Ze by peroxid vodiku byl snimén receptorem jako rozpoznatelnad signalni

molekula. Nicmén¢ jako slabé oxidujici latka pravdépodobné touto ¢innosti piedava své zpravy
dal (Smirnoff 2005).

Receptory pro ROS nejsou znamy. Mnohymi studiemi bylo vSak naznaceno, ze ROS
jsou rostlinami vnimany nejméné tfemi mechanismy. Prvni mechanismus je pravdépodobné
vazan na neidentifikované receptorové proteiny. Dal§i moZny mechanismus zfejmé probiha na
redoxné senzitivnich transkripcnich faktorech. Poslednim potencionalnim mechanismem mtize
byt ptima inhibice fosfatiz ROSem (Mittler et al. 2004). Dle Choudhuryho et al. (2014) reaguji
s cilovymi molekulami selektivné. Kdyz je zvySena koncentrace ROS, vyvola se zména genové
exprese. Dale uvadi, ze ke zménam na urovni genu dochazi vlivem oxidace komponentt
signalni drah. Oxidace téchto komponenti vede k aktivaci transkripénich faktort. Jeden
z mechanismil, ktery se podili na signalizaci vyvolané oxida¢nim stresem, je prave aktivace
obrannych gent. Cely mechanismus signalizace se da popsat u Arabidopsis. Rostliny
prokazatelné reaguji vlivem signalizace ROS zvySenim antioxidacni ochrany prostfednictvim
zvysené regulace exprese antioxida¢nich genti (Bhattacharjee 2012).

Pienos signalu, ktery nese ROS, musi vykazovat bunécnou odpovéd’. Smirnoff (2005)
ve své publikaci popisuje mozny pienos signalu nasledovné. ROS muze byt vniman rtiznymi
proteiny paralelné. Odpovédi tedy miize byt vice soucasné. V idealnim piipadé musi vykazovat
odpovéd’ cilova molekula. Cili dal3i &len signalizaéni drahy se miize zapojit do vedeni signalu
za pomoci inhibi¢nich ¢i aktivac¢nich procest. Dalsi slozkou této kaskady by potencionalné
mohla byt bilkovina, kterd je navdzana na cilovy protein. Cilovy protein pak muze tieba
ucinkem H>O» napt. ménit konformaci/funkci partnerského proteinu, ktery zprostiedkovava
signaliza¢ni kaskadu.

48



3.5.3.1 ROS astomata

Bylo prokazano, ze ROS jsou zakladni signaly pro zprostiedkovani uzavieni
stomatalnich praduchii vyvolanych ¢innosti ABA. Stimulovanda ABA indikuje stomatalni
uzaveér za pomoci Ca®* kanali (Garg & Manchanda 2009). Fytohormon ABA se vyznamnym
podilem podili na fad¢ adaptaci vuci stresu. Jiz diivéjsi prace prokazaly, ze H.O; indikuje
stomatalni uzavér. Bunky syntetizuji H2O2 na vyzvu elicitoru. U Arabidopsis je H20»
endogenni slozkou signalizace ABA (Pitzschke et al. 2006). Bylo zjisténo, Ze u mutanta, jenz
ztratil funkci ethylenového receptoru etrl-7, byl zcela narusen stomatalni uzavér indukovany
H20.. Piedpoklada se, ze receptor etrl hraje roli v signalizaci ROS na uzavér stomat (Garg
& Manchanda 2009).

3.5.3.2 Bunééna smrt

Bunécna smrt je nedilnou soucésti zivota rostlin. Je nezbytné nutna pro udrzeni ristu
a obnovu bunék (Kumar et al. 2021). ZvySena tvorba ROS, at’ uz narazové nebo stabilng, je
reakci rostliny na rtizné podmeéty. Tato reakce mulize vést k programované bunééné smrti
(Mhamdi & Van Breusegem 2018). Termin programovana bunécna smrt je definovan jako
jakakoliv forma buné¢né smrti vykazuji jeden ¢i vicero molekularnich a bunéénych procest bez
ohledu na spoustéce ¢i znaky, které vykazuje. U rostlin ziejmé dochazi i k piekryvu znaka
nekrézy a bunééné smrti. To znacné ztéZuje jeji identifikaci. Zatimco nekroza vyplyva
z dlouhodobého a tézkého traumatu a neni jakkoliv geneticky regulovana, tak buné¢na smrt je
procesem geneticky regulovanym (Bhattacharjee 2012). Buné¢na smrt zpisobena ROS byla
dlouho spiSe hypotetickou otazkou. Negativni az toxické u€inky ROS maskovaly jejich funkci
Vv zapojeni do riiznych signédlnich drah. Navic chybély pfesné detekéni a spolehlivé metody pro
jejich stanoveni (Van Breusegem & Dat 2006).

Kli¢ovy faktor zodpovédny za programovanou bunéénou smrt je H2O2. Buné¢nou smrt
indikuje na zékladé¢ davky a casu. Pfedpoklada se, ze H20: indikuje bunéénou smrt
prostfednictvim interakce s ostatnimi signalnimi molekulami, jako je napf. ethylen ¢i kyselina
salycilova (Bhattacharjee 2012). Navzdory v§emu, konkrétni typy ROS a mechanismy jejich
zapojeni do tohoto procesu jsou stale nejasné a musi se jest¢ podrobit bliz§imu zkoumani
(Mhamdi & Van Breusegem 2018).

3.5.4 Neenzymatické ochranné mechanismy

Rostliny disponuji rozsahlym antioxida¢nim systémem, ktery je chrani pied
nebezpecnym nartustem koncentrace ROS. Tyto systémy zahrnuji neenzymatické
a enzymatické antioxida¢ni mechanismy. Jejich misto produkce se od mista produkce ROS lisi.
Jakmile se za¢ne prudce zvySovat koncentrace ROS v rostling, rostlina zacne zvySovat svoji
antioxidacni obranu (Sharma et al. 2012). Antioxidac¢ni kapacita téchto systémd je proménliva
a zavisi na pusobeni stresort, ale 1 na druhu, véku a stadiu vyvoje rostliny (Piterkova et al.
2005).

Neenzymatické antioxidanty se skladaji z nizkomolekularnich sloucenin. Tento
obranny mechanismus muze ovlivnit rist a vyvoj rostliny za pomoci modulacnich procest od
mitézy, prodlouzeni bunék az do starnuti (Ahmad 2014). Zahrnuji askorbat,
gluthathion, tokoferoly, flavonoidy, karotenoidy a nékteré alkaloidy (Pitzschke et al. 2006).
Askorbova kyselina a gluthathion jsou aktivni ve vodni fazi. Naopak lipofilni slouc¢eniny jako
a-tokoferol a B-karoten jsou aktivni Vv membranovém prostiedi (Ahmad 2014). Tato skupina
chranici proti oxida¢nimu poSkozeni patii do skupiny piimé deaktivace (Piterkova et al. 2005).
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3.5.4.1 Askorbat

L-askorbat, vitamin C hraje nezastupitelnou roli ve fyziologickych systémech rostlin. Je
nutny ke spravnému rastu, diferenciaci bunék a v fadé metabolickych drah. Navic je vitamin
Csilny reduktant volnych radikald, a tak vyznamné snizuje mozné poskozeni rostliny
oxida¢nim stresem (Piterkova et al. 2005). Askorbat je vSudypfitomna latka u eukaryot.
Vyskytuje se bud v redukované formé - askorbova kyselina, nebo ve dvou oxidac¢nich
formach - monodehydroaskorbova a dehydroaskorbova kyselina. Pomér mezi nimi je
vyznamny pro spravnou odolnost rostlin vii¢i oxida¢nimu stresu (Ahmad 2014).

Za normdlnich fyziologickych podminek se askorbat nachazi v redukované formée
v listech. Taktéz se nachazi v hojné mife v chloroplastu (Saed-Moucheshi et al. 2014).
Koncentrace v listech je zpravidla vétsi nez v kofenech. Taktéz byva hojné zastoupen
vV meristémech. Témét 90 % askorbatu je pfitomno Vv cytoplasmé, ale na rozdil od ostatnich
antioxidant se jeho podstatna ¢ast transportuje do apoplastu (Sharma et al. 2012). Pti
fyziologickém pH je askorbét pfevazné zastoupen jako askorbatovy aniont (Smirnoff 2005).
Askorbat v redukované formé je schopen uvolnit elektrony, coz je zasadni krok v jeho
antioxidacnich schopnostech proti ROS, jenz se nachazi ve vodni fazi (Piterkova et al. 2005).
Askorbat ve své podstaté funguje jako redukéni Cinidlo. Gluthathion vyuziva dvé molekuly
askorbatu v askorbat-gluthathioném cyklu kredukci H202 na vodu. Soucasné se tvoii
monodehydroaskorbat. Jedna se o radikal s kratkou zivotnosti. Miize se disproporcovat na
dehydroaskorbat a ptimo na askorbat. NADPH poskytuje této reakci elektrony a je katalyzovan
monodehydroaskorbat reduktazou [1.6.5.4] (Ahmad et al. 2010). Askorbat dokaze vyjma ptimé
redukce H202 na vodu, taktéZ degradovat superoxid a hydroxylovy radikal (Saed-Moucheshi et
al. 2014).

Misto syntézy askorbatu se nachdzi v mitochondriich a nésledné je transportovan do
ostatnich bunécnych slozek. Ackoliv se vi, ze prekurzorem jeho syntézy je D-glukosa, jeho
biosynteticka cesta neni doposud zcela objasnéna (Ahmad et al. 2010). Nicméné Piterkova et
al. (2005) ve svém c¢lanku maji schéma syntézy askorbatu znazornénou nasledovné:

D-glukosa— D-glukoson— L-sorboson— L-askorbat

V neposledni tad¢ askorbat regeneruje tokoferol z tokoferoxyckého radikélu, ¢imz
dokaze chranit membranu (Piterkova et al. 2005; Saed-Moucheshi et al. 2014).

3.5.4.2 Gluthathion

metaboliti rostlin (Saed-Moucheshi et al. 2014). Ve srovnani s ostatnimi latkami obsahujici
siru (thioly), je hladina gluthathionu velmi vysoka (1-4 mM). Nejvyssi koncentrace se nachazi
v chloroplastech. Dale je lokalizovan v cytosolu, endoplasmatickém retikulu, vakuolach,
mitochondriich, peroxisomech a v apoplastu (Ahmad 2014). Stejné jako ve zvifecich bunkach
funguje gluthathion jako redukéni ¢inidlo ROS. V redukovaném stavu je thiolova skupina
cysteinu schopna prostfednictvim vymény poskytnout svij redukéni ekvivalent jinym
molekuldm, mimo jiné pravé ROS a proteinim (Czarnocka & Karpinski 2018).
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Jeho biosynteticka cesta je dobfe znama. Ve dvou ATP-dependentnich krocich
katalyzovanych y-glutamylcystein syntetazou [6.3.2.2] a glutathion syntetazou [6.3.2.3] se tvofi
aminokyseliny, které jsou nasledné spojeny do jednoho kompletniho tripeptidu (Ahmad et al.
2010). Zaroven je gluthathion substratem pro gluthathion transferazu [2.5.1.18] nutnou
k detofikaci dehydroaskorbatreduktazy. Tim se vyznamné podili na spravné funkci askorbatu
jako antioxidantu (Saed-Moucheshi et al. 2014).

Diky svym schopnostem dokdze zabranovat peroxidaci lipidl. K jeho nejdalezitéjsim
vlasnostem lze také piifadit odstranovani cytotoxického peroxidu vodiku. Dale reaguje
I sostatnimi ROS, konkrétné¢ se singletovym kyslikem, superoxidem a hydroxylovym
radikalem (Piterkova et al. 2005).

3.5.4.3 Tokoferoly

Tokoferoly jsou lipofilni antioxidanty, které jsou G€inné pro odstrafiovani ROS
alipidovych radikalt (Czarnocka & Karpinski 2018). Jsou syntetizovany pouze
fotosyntetickymi organismy a vyskytuji se pouze v zelenych Eastech rostlin (Sharma et
al. 2012). Jsou to =zakladni slozky biologickych membran, kde maji antioxidacni
I neantioxida¢ni funkce (Saed-Moucheshi et al. 2014). Jejich neantioxida¢ni funkce spocivaji
napt. ve stabilizaci membran (Piterkova et al. 2005). Jsou znamé 4 tokoferolové izomery
a-, B-,y-, 0-, které jsou sloZzeny z chromanového kruhu a fytylového fetézce (Piterkova et al.
2005). Antioxida¢ni kapacita tokoferolt in vivo byla ur¢ena o >f> v >8 dle po¢tu methylovych
skupin navazanych na fenolicky kruh (Sharma et al 2012). Nejucinngj$i antioxidant je tedy
a- tokoferol hojné se nachazejici v listech, y-tokoferol je nejvice obsazen v semenech. Méné
zastoupené v rostlinach jsou p-tokoferoly a d-tokoferoly (Ahmad 2014). Bylo zjisténo, ze az
120 molekul singletového kysliku mtize byt degradovano pouhou jedinou molekulou
a- tokoferolu. Taktéz a-tokoferol likviduje lipidové radikaly a vytvafi tokoferoxylové radikaly.
Ten ale mize byt pfeménén zpét na svoji pivodni slouceninu a-tokoferol reakci s askorbatem
¢i jinymi antioxidanty (Ahmad et al. 2010).

Tokoferoliim je pfisuzovana uc¢ast na mechanismu, ktery chrani PUFA pfed moZnou
oxidaci. ROS, které jsou vedlejsim produktem fotosyntézy a metabolismu, jsou moznym
zdrojem peroxidace lipidii (Ahmad et al. 2010). Cinnost tokoferolu ve snaze zabranit snizovani
ochrannych funkci membran oxidaci probiha ve spolupraci s askorbatem a gluthathionem. Tato
uloha ziejmé spociva v opétovné regeneraci tokoferolu. Ireversibilni oxidaci a-tokoferolu se
z buiiky da snadno odstranit singletovy kyslik (Piterkova et al. 2005).

Tokoferol musi byt transportovan z plastidit do mist plisobeni. U zvifat je pro tuto
¢innost znadm tokoferolovy transportni protein. Zda tento protein maji i rostliny nebylo dosud
objasnéno (Smirnoff 2005).

3.5.4.4 Karotenoidy

Karotenoidy se taktéz fadi do lipofilnich antioxidanti schopnych detoxikovat rizné
druhy ROS (Sharma et al. 2012). V rostlinach jsou syntetizovany de novo ve vétSing plastida
(Ahmad 2014). Pohlcuji svétlo ve viditelném spektru svétla od 450 do 570 nm a pienase;ji
zachycenou energii na chlorofyly (Saed-Moucheshi et al. 2014). Ke kontrole metabolismu
a akumulace karotenoidli pouzivaji rostliny vicestupniové regulacni procesy. Jejich mnozstvi
vV zelenych a nezelenych tkanich se znacné 1iSi (Ahmad 2010). Karotenoidy zachytdvaji
svétlo, které nasledné prenasi zachycenou energii na chlorofyly (Czarnocka & Karpinski 2018).
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V chloroplastech jsou karotenoidy integrovany do fotosyntetickych membran a souvisi
S bilkovinami, které vazi chlorofyl (Ahmad 2014). Maji zdsadni vliv na prubéh fotosyntézy.
Xanthofyly jsou lokalizovany v komplexu, ktery ma za kol zachytavat svétlo. Xantofyly jsou
rovnéz spojeny s reakénim centrem PS I1. Jestlize dojde K inhibici tvorby karotenoidd vlivem
riznych herbicidi/inhibitorti, nebo dojde K inhibici ptfenosu elektronti z PS II, dochazi
k rychlému fotooxida¢nimu béleni chloroplastt (Smirnoff 2005).

V rostlinach se vyskytuji rizné druhy karotenoidl. Ve vyssich rostlinach ale ptevazuji
B-karotenoidy, které dokazi zabranit tvorbé singletniho kysliku tim, ze dokazi zménit tripletovy
stav molekul chlorofylu (Saed-Moucheshi et al. 2014). Taktéz maji roli jako prekurzory
signalnich molekul, které maji na starost vyvoj a stresové reakce rostlin (Sharma et al. 2012).
Tlumit singletovy kyslik dokazi karotenoidy obdobnym zpisobem jako tokoferoly. Taktéz jako
tokoferoly dokazou piimo reagovat se superoxidem a dal§imi radikaly (Smirnoff 2005). Svoji
antioxidacni funkci chrani fotosyntetické systémy. Piebyte¢nou excitani energii rozptyluji
v xantofylovém cyklu, ¢imz a&inn& brani vzniku 'O reakci s excitovanymi molekulami
chlorofylu (Czarnocka & Karpinski 2018).

Singletovy kyslik odstranuje karotenoidy velmi rychle z protein-pigmentovych
komplexti chlorofylu. Tato reakce vyvolad excitovany tripletovy stav karotenoidd, ktery se
rychle vraci do normalu uvolnénim tepla (Piterkova et al. 2005). ZvySena koncentrace
karotenoidi v rostlinach taktéZz zvySuje toleranci vuci abiotickému stresu (Czarnocka
& Karpinski 2018). Dale se potvrdilo, ze P-karoten ma inhibi¢ni vliv na peroxidaci lipida
(Piterkova et al. 2005).

3.5.4.5 Flavonoidy

Flavonoidy poskytuji v rostlinné fisi ¢ervenou, modrou a fialovou pigmentaci. Dlouhou
dobu byly flavonoidy povazovany pouze za filtr proti UV zafeni. Nicméné v dnes$ni dobé jsou
povazovany za antioxidanty pii fotoochrané (Czarnocka & Karpinski 2018). Radi se do
kategorie organickych sloucenin (Saed-Moucheshi et al. 2014). A spadaji do Siroké skupiny
fenolickych slouc¢enin (Ahmad et al. 2010). Bézné se vyskytuji v listech, kvétovych ¢astech
a Vv pylu. Flavonoidy se hromadi pievazné ve vakuolach. Jejich exsudaty je mozné najit 1 na
listech ¢i jinych vzdusnych Eastech rostlin (Saed-Moucheshi et al. 2014). Pti nadmérmém
svételném napéti se indukuje biosyntéza flavonoidu. Flavonoidy umisténé v chloroplastech
zachycuji singletovy kyslik, ktery je generovany pii nadmérné svételné zatézi (Czarnocka
& Karpinski 2018).

3.5.5 Antioxida¢ni enzymy

Nejuniverzalngj§i ochrannou rostlin proti ROS jsou antioxida¢ni enzymy, které se
vyskytuji ve vSech typech buné€k. Jedna se o specializované enzymy a jejich systémy (Piterkova
et al. 2005). Tyto enzymy pusobi v riznych subcelularnich kompartmentech a na oxidac¢ni stres
reaguji spolecné, jakmile se objevi. Tento ochranny mechanismus se skladd hned z nékolika
typt enzymu (Sharma et al. 2012). Mechanismus ptsobeni spo¢ivd v zabranéni oxidacnich
reakct a to tim, Ze odstranuji ¢astecné redukované formy ROS jako je napt. superoxid a peroxid
vodiku (Piterkova et al. 2005). Spada sem Siroka S$kala enzymu jako je katalaza, askorbat
peroxidaza, superoxid dismutdza, gluthathionreduktdza, monodehydroaskorbatreduktaza
a dehydroaskorbatperoxidaza (Czarnocka & Karpinski 2018). O prvnich tfech enzymech
podavaji vice informaci nasledujici podkapitoly.
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3.5.5.1 Kataldza (CAT)

Katalaza [1.11.1.6] spolecné s peroxidazou jsou dva zasadni enzymy nezbytné pro
odstrafiovani peroxidu vodiku v rostlindch (Senthilkumar et al. 2021). Jedna se o prvni
antioxidacni enzym, ktery byl objeven a specifikovan (Sharma et al. 2012). Katalaza ptimo
disociuje peroxid vodiku na kyslik a vodu (Willekens et al. 1995). Této skute¢nosti odpovida
| fakt, ze katalaza odstranuje peroxid vodiku produkovaného v peroxisomech pii B-oxidaci
mastnych kyselin. Dale ho odstranuje i pti katabolismu purini (Piterkova et al. 2005). Tento
intracelularni enzym byl nalezen Vv prokaryotickych i eukaryotickych organismech. Je pfitomen
u vsech aerobu i fakultativnich anaerobui. Nebyl vSak nalezen u obligatnich anaerobi
(Willekens et al. 1995).

Jako jediny enzym katalaza pracuje i pfi vysokych koncentracich peroxidu vodiku, nebo
ve spolupraci S ostatnimi antioxida¢nimi enzymy, aby spole¢né zabranily tvorbé dalSich
reaktivnich forem kysliku (Baker & Graham 2002). Katalazova aktivita je pfimo imérna
k mnozstvi disociace peroxidu vodiku (Senthilkumar et al. 2021). Peroxid vodiku je generovan
hned né€kolika oxidazami pienasejicimi dva elektrony na molekularni kyslik O2 ¢&i
disproporciaci Oz~ po redukci Oz. Jak peroxid vodiku, tak i superoxid vznikaji
ve fotosyntetickych a respiracnich systémech pienasejicimi elektrony
Vv chloroplastech/mitochondriich. Rychlost tvorby peroxidu vodiku byla udana na 80-160 uM/s
v 1 chloroplastu. Pribéh fotosyntézy je peroxidem vodiku velmi rychle inaktivovan z toho
divodu, ze dochazi k inhibici fixace CO2 (Smirnoff 2005). Katalaza dokaze konvertovat okolo
6 milioni molekul peroxidu vodiku na vodu a kyslik za minutu (Ahmad 2014).

Bylo objeveno, ze kataldza se nachdzi ve vicero izomerech (Piterkova et al.
2005; Ahmad 2014). Tyto izomery se nazyvaji CAT1, CAT2 a CAT3 a jejich syntéza probiha
mnoha geny (Ahmad 2014). Taktéz dle Piterkové et al. (2005) se tyto izoenzymy rozdéluji do
ttech skupin. Skupina I zahrnuje enzymy, které se nachézeji v listech a zasahuji do odstranéni
H20:2 béhem fotorespirace. Do skupiny II se fadi enzymy cévnatych svazkii. A enzymy skupiny
Il odstranuji H202 z glyoxysomil. Existence izoenzymu kataldzy naznacuje strukturalni
a funkéni univerzalnost u rdznych druhii rostlin (Ahmad 2014). V bunce je kataldza
lokalizovana v peroxisomech a zabira az 25 % celkového peroxisomalniho proteinu. Peroxisom
katalazu Siroce vyuziva i jako marker (Baker & Graham 2002).

Katalaza hraje zasadni role hned béhem nékolika environmentalnich strest. Willekens
et al. (1995) popisuje aktivitu katalazy béhem pusobeni stresorti. PFi svételném stresu se
U sazenic Zita, které byly vystaveny svétlu o sile 30 000 luxt a nizké teploté pti 4 °C, doslo ke
sniZeni aktivity kataldzy o 28 % oproti kontrolnim hodnotdm, které byly provadény pii svétlu
0 5 000 luxech a pii 20 °C. Pfesto, Ze se nikterak nezvysila koncentrace peroxidu vodiku, tak
doslo ke zvyseni aktivity askorbatu, askorbat peroxidazy a gluthathionu. Ziejmé jako nahrada
ztraty katalazové aktivity. Dale popisuji aktivitu katalazy béhem chladového stresu. U fady
druhti, které jsou citlivé na chlad, doslo k inaktivaci kataldzy. Obecné pii nizké teploté doslo
unekterych druhti ke snizeni aktivity katalazy az o 50 %. Pokud ale doslo
k aklimatizaci, aktivita se snizila jenom o 25%. Vystaveni vysokym teplotam opét u sazenic
Zita byl zpozorovan pokles fotoakvity, a tim i snizeni aktivity katalazy pfi teplotach nad 40 °C
po dobu 4 hodin. Fotoinhibice se vratila do normalniho stavu, kdyz se teplota snizila na hodnotu
okolo 25 °C. Ale inaktivita kataldzy trvala i 24 hodin po ustoupeni stresoru.
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3.5.5.1.1 Struktura enzymu

Krystalova struktura rostlinné katalazy neni doposud zcela objasnéna (Smirnoff 2005).
Molekula katalazy obsahuje hemovou skupinu (Piterkova et al. 2005; Ahmad 2014). Dle
Ahmada (2014) je hemova skupina kli¢ova pro zachovani enzymové aktivity. Enzym ma
tetramerni strukturu ve tvaru ¢inky se ¢tyimi totoznymi monomernimi podjednotkami. Hemova
prothesticka skupina kazdé monomerni podjednotky se sklada z centralniho atomu Zeleza
(Ahmad 2014). Molekulova hmotnost téchto podjednotek je od 220 do 240 kD dle druhu
rostliny (Baker & Graham 2002).

3.5.5.1.2 Princip stanoveni

Katalaza katalyzuje pfeménu peroxidu vodiku na vodu a kyslik nasledovne:
2 H,0, - 2 H0+ 0O

Pro stanoveni je dle Senthilkumariho et al. (2021) vhodné pouzit spektrofotometr.
Rozklad peroxidu vodiku kataldzou se da mé&fit pii 240 nm za jednotku ¢asu. Rozdil v rozkladu
peroxidu vodiku za danou jednotku ¢asu je mira aktivity katalazy.

3.5.5.2 Askorbat peroxidaza (APX)

Askorbat peroxidaza [1.11.1.11] se v rostlinach vyskytuje nejméné v 5 izoformach, a to
jako mitochondrialni izoforma, cytosolové izoforma, peroxisomalni izoforma, glyoxysomalni
izoforma a chloroplasticka izoforma (Dgbrowska et al. 2007). Chloroplasticka izoforma je
velice nestabilni a jeji polocas Zivota je 30 sekund, pakliZe neni pfitomen askorbat. Polocas jiné
izoformy - cytosolova izoforma ma naproti tomu ma polocas zivota 40-60 minut (Ahmad et al.
2010; Sharma et a. 2012). V podminkach, kdy koncentrace askorbatu klesne pod 20 mM, je
aktivita APX rychle ztracena (Shigeoka et al. 2002).

Askorbat peroxidaza se podili na odstrafiovani peroxidu vodiku, a to i v askorbat-
gluthathionovém cyklu, kde vyuZiva konkrétné askorbét jako donor elektronu, ktery vyuziva
pii redukci peroxidu vodiku na vodu (Sharma et al. 2012). Bylo prokazano, Ze detoxikace ROS
v tomto cyklu zpuisobuje docasné zmény ve vétsing meziproduktt (Pandey et al. 2017). Zaroven
béhem tohoto procesu vznika monodehydroaskorbat (Shigeoka et al. 2002). Askorbat
peroxidaza se nachazi ve vétSiné eukaryot, vCetné vysSich rostlin (Anjum et al. 2016).
Vzhledem k tomu, Ze askorbat peroxidaza je v nepiitomnosti askorbatu zna¢né nestabilni, je
pro spravnou funkci psobeni askorbat peroxiddzy nutny vysoky obsah endogenniho askorbatu
(Caverzan et al. 2012). APX ma obecné vyssi afinity k peroxidu vodiku, nez ma katalaza
(Ahmad et al. 2010).

Stres zplisobeny nepfiméfenou koncentraci peroxidu vodiku v rostliné inaktivuje
fotosyntézu, narusi elektronovy trasnportni systém a v kone¢ném diisledku zastavi i bunécné
dychani. Riizné izoenzymy askorbat peroxidazy jsou klasifikovany dle jejich lokalizace, ale
vykazuji 1 rGzné strukturdlni a kinetické vlastnosti. Chloroplasticka izoforma, kterd je
lokalizovana v chloroplastu, je ziejmé prvni, kterd zachyti molekulu peroxidu vodiku, a to
proto, ze thylakoidy chloroplastu jsou blizko akceptoru PS I (Pandey et al. 2017). Je to pravé
predevsim chloroplasticka izoforma, kterd ma vysokou afinitu k askorbétu a je zavisla na jeji
koncentraci (Shigeoka 2002).
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Studie potvrdily, ze exprese APX s ohledem na stresové stavy a patogenni utoky
naznacuji dilezitost APX pfi kontrole intracelularni signalizace peroxidu vodiku (Shigeoka et
al. 2002). Akumulace peroxidu vodiku je pro buiikku vysoce toxickad. H202 muze jako jediny
ze vSech ROS prochazet skrz membrany a touto cestou do zna¢né miry ovliviiovat i ostatni
subcelularni oddily. V pfitomnosti dvojmocnych kationtii se navic z peroxidu vodiku dokazou
vytvofit o to vice nebezpecné a reaktivni hydroxylové radikaly. Pravé i z tohoto divodu je
vychytavani peroxidu vodiku APX nesmirné dilezité pro dostatecné silny antioxidaéni systém
(Pandey et al. 2017). Vyznamna uloha APX se prokazala u riznych abiotickych strest.
Nadmérna salinita pudy zapticinuje produkci ROS. Expozice rostliny NaCl v koncentraci 150
mM po dobu 4 dni zna¢n¢ snizi aktivitu askorbat peroxidazy u pSenice seté (Triticum aestivum).
Obecné plati, ze zvySend koncentrace APX v rostlin€ v pribéhu solného stresu, znacné prispiva
k v¢asné aklimatizaci rostlin (Anjum et al. 2016). Déale Anjum et al. (2016) uvadéji, Ze nékolik
studii APX, prokazaly jeji nezastupitelnou roli v reakci na sucho. Zvysena aktivita APX byla
zjisténa pii nadmérném nedostatku vody v pid¢ s néaslednym vzristem mnoZstvi peroxidu
vodiku. Béhem sucha APX toto mnozstvi do znacné miry redukuje. Dalsi vyznamny vliv na
prub¢h reakce APX byl prokazan i pfi stresu z vysoké teploty a z chladu.

3.5.5.2.1 Struktura enzymu

APX patii k enzymim, které ve své struktuie obsahuji hemovou skupinu. Hemova
skupina obsahujici Zelezo je stejné¢ jako u kataldzy rozhodujici pro spravnost cinnost.
Katalyticka ¢innost APX je zna¢n¢ ovlivnéna mnozstvim obsazeného zeleza. Misto pro vazbu
peroxidovych substratli je na samém okraji hemu. To pfispiva ke snaz§imu pftistupu substratu
k hemové skupiné. Vysledky vyzkumu poukazuji na to, ze APX mtze mit i alternativni vazebné
misto. Ke klicovym aminokyselin, které umoznuji vazbu askorbatu, patii Argl72, ktery je
kriticky pro spravnou funkci askorbat peroxidazy (Smirnoff 2005).

3.5.5.2.2 Princip stanoveni

Askorbat peroxidaza katalyzuje nasledujici reakci:
Askorbova kyselina + H.O2 — Monodehydroaskorbova kyselina + H2O

Princip reakce popopisuji Senthilkumari et al. (2021) nasledovné. Askorbat peroxidaza
redukuje peroxid vodiku na vodu za pouziti askorbové kyseliny jako substratu a vytvoii
oxidovanou formu kyseliny askorbatu — monodehydroaskorbat. Ta se spontanné redukuje
na dehydroaskorbat. To probiha za pomoci jejich pfislusnych reduktaz. Rychlost oxidace
askorbatu mize byt zaznamenana jako pokles asbsorbance pii 290 nm.

3.5.5.3 Superoxid dismutaza (SOD)

Superoxid dismutaza [1.15.1.1] katalyzuje dismutaci pfemény superoxidu na peroxid
vodiku a kysliku (Raychaudhuri & Deng 2000). Vznikly peroxid vodiku néasledné odstranuje
bud’ gluthathionperoxidazou nebo katalazou (Piterkova et al. 2005). Dismutace je jev, kdy jedna
molekula superoxidu poskytuje elektron molekule druhé. Tedy dochazi k soucasné oxidaci
a redukci superoxidu (Matouskova et al. 2014). U vyssich rostlin SOD bojuje proti kyslikovym
radikalim. Superoxid dismutaza je vitbec prvni enzym, ktery pfijde do kontaktu s ROS a ptisobi
jako prvni obranna linie (Kumar et al. 2021).
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Byly identifikovany tii druhy SOD v zavislosti na kovech, které jsou piitomné na aktivnim
mist¢ a plsobi jako kofaktory. Konkrétné¢ to jsou Cu/Zn SOD, Mn-SOD a Fe-SOD
(Raychaudhuri & Deng 2000). Tyto jednotlivé izoenzymy jsou lokalizovany v riznych ¢astech
bunky. Fe-SOD je lokalizovan v chloroplastech, Mn-SOD ma misto ptsobeni v mitochondriich
a Cu/Zn SOD se nachazi v chloroplastech, cytosolu a je mozné jej nalézt i v extracelularnim
prostoru (Alsher et al. 2002). Mn-SOD a Fe-SOD jsou povazovany za nejstarsi enzymy, které
se vyskytuji 1 v prokaryotach. Cu/Zn SOD je pfitomna pouze v eukaryotach. Z tohoto diivodu
se povazuje za evolucné mladsi (Ahmad 2014).

Zprvu byla SOD izolovana v hovézi krvi jako zeleny médény protein. Pozdéji byla SOD
nalezena i v rostlinach a byla uznana jako metaloprotein, ale bohuzel se neznala jeho funkce.
Nasledn¢ byl potvrzen ucinek Cu/Zn SOD ve veterinarnim 1é¢ivu pfi zénétlivych procesech.
V dnesnich dobach se predpoklada, ze SOD se nachazi ve vSech bunkach metabolizujicich
kyslik a taktéz vSech extracelularnich oddilech (Gill et al. 2015). Jednotlivé enzymy SOD se
1i$i nejen v zastoupenim kovech, ale taktéz i svoji citlivosti. Fe-SOD je odolny viici KCN, ale
uz méné je odolny vici peroxidu vodiku. Obéma témito latkami mize byt inaktivovana
Cu/ZnSOD (Ahmad 2014). A posledni ze skupiny Mn-SOD je rezistentni jak viici KCN, tak
i vuci peroxidu vodiku (Piterkova et al. 2005). Aktivitu SOD do zna¢né miry, dle nékterych
vyzkumt, ovliviluje ABA prostiednictvim genové exprese. Tento jev byl zpozorovan
i u askorbat peroxidazy (Ahmad 2014).

V pribéhu environmentalnich strestt byla hlasena zvySena aktivita SOD, a to vcetné
toxicity suchem a béhem pusobeni kovi. Zvysena aktivita SOD souvisi se zvySenou toleranci
na namahani v priab¢hu ptisobeni stresu. Bylo potvrzeno, ze SOD vede ke zvysené odolnosti

a toleranci vuci oxida¢nimu stresu (Sharma et al. 2012).

3.5.5.3.1 lzoformy SOD

Nejvice zastoupenou tiidou ze vSech SOD je Cu/Zn SOD. Struktura mize byt jak
homodimerni, tak i homotetramerni. Nicméné Se v rostlinach mize objevovat jesté jedna forma
této SOD, a tou je monomerni forma. Vyskytuje se v piedev§im v cytosolu, chloroplastu,
peroxisomu a v apoplastu. Byla zjisténa vétsi citlivost cytosolického Cu/Zn SOD k H202, nez
napiiklad u chloroplastick¢ Cu/Zn SOD (Gill et al. 2015). U téchto dvou izoforem je cca
z 68 % podobné slozeni aminokyselinovych frekvenci (Alsher et al. 2002). V Cu/Zn SOD jsou
ptipojené dvoumocné atomy médi a zinku pfipojené disulfidickou vazbou. Nicméné méd’ je
k inaktivaci enzymu (Gill et al. 2015). Elektrické vlastnosti této tfidy SOD jsou odlisné od

Mn-SOD a Fe-SOD, a proto doslo ke zméné¢ struktury enzymu poté, co se meéd’ stala kovovym
kofaktorem (Alsher et al. 2002).

Fe-SOD je patrné nejstarsi t¥ida ze skupiny SOD. Zelezo bylo ve svém aktivnim stavu
pouzivano jako prvni kovovy kofaktor. Lze se domnivat, zZe ptiivodné pochazi z plastidu, odkud
se premistil do jaderného genomu (Gill et al. 2015). Jsou znamé dvé formy tohoto enzymu.
Prvni formu tvoti dva shodné podjednotkové proteiny s obsahem 1-2 g atomu zeleza v aktivnim
centru. Toto uspoiadani je v diisledku homodimerni. Ctyii podjednotky obsahujici 2-4 g atomu
zeleza v aktivnim centru naopak vytvofi tetramerni uspotradani (Alsher et al. 2002). Tato
posledni moznost byla dle Alshera et al. (2002) nalezena piedevsim u vysSich rostlin.
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Kdyz dochazelo k poklesu dostupného mnozstvi Zeleza, zptsobilo to piesun k dostupné;si
varianté kovu - manganu. Z této skutecnosti vyplyva fakt, ze Mn-SOD je zfejmé druhy nejstarsi
izomer (Alsher et al. 2002). Bez manganu tento enzym nemuze fungovat. Obnova Mn-SOD
zeleznatym kationtem i pies urcitou podobnost s Fe-SOD neni mozné. Déle byla zjiSténa urcita
podobnost mezi rostlinnou Mn-SOD a bakterialni Mn-SOD (Gill et al. 2015).

3.5.5.3.2 Princip stanoveni

Dle Piterkové et al. (2005) je reakce katalyzovand superoxid dismutizou az
4x rychlejsi, nez pribéh samovolné dismutace. Prabéh reakce je nasledovny:

20, +2H"— Hx0, + Oz

2 GSH + H202 GSSG + 2 H20 (pribéh gluthathionperoxidasou)
2 H0O2 2 H20 + O (prabeh katalazou)

Aktivitu superoxid dismutazy lze dle Senthilkumariho et al. (2021) ur¢it inhibici nitro
modrého barviva tetrazolia (NBT) superoxidovym radikalem. NBT se redukuje v pfitomnosti
EDTA, ktera zpisobuje zvySeni absorbance nad 560 nm. Enzymaticka aktivita superoxid
dismutazy je definovana jako pozadované mnozstvi enzymu k inhibici redukci chromagenu
0 50 %.

Dle Matouskové et al. (2014) se ke stanoveni aktivity superoxid dismutizy pouZivaji
nepiimé metody zalozené na schopnostech SOD redukovat reakce vyvolané superoxidy. Ke
stanoveni jeji aktivity slouzi mira inhibice produkce superoxida.

Superoxid
di L..I"ﬂL.I‘tﬁua
Criidovany
Askorbat MAD{P) / glutathion NADPH
Askorbat Monedehydroaskorbat Dehydroaskorbat Glutathion
peroxidasa reduktasa reduktasa reduktasa
Monodehydroaskorbat MAD{PIH Redukovany MHaADP

\ / glutathion
Dehydroaskorbat

Obr. €. 20. Askorbat-gluthathionovy cyklus.
(Piterkova et al. 2005)
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4  Zavér

vvvvvv

0 jejich ptsobeni na rostliny, o jejich negativnich dopadech, moznostech adaptace rostlin
a Vv neposledni fadé o biochemickych reakci, jenz dany stresor v rostliné vyvola. Velka
pozornost byla upfena na ROS a antioxida¢ni enzymy, které v rostlinach hraji nezastupitelnou
roli béhem oxidativniho stresu. Katalaza, askorbat peroxidaza a superoxiddismutaza se aktivné
ucastni odstraiiovani reaktivnich forem kysliku. Kazdy tento enzym ma v celém procesu
odstraniovani ROS v rostlinach sviij ukol. Jejich aktivita lze stanovit spektroskopicky, pfi¢emz
katalaza a askorbat peroxiddza se stanovuje v UV oblasti zafeni, zatimco superoxiddismutaza
se da stanovit ve viditelné oblasti spektra. Na zavér je nutno vyzdvihnout par dulezitych bodu:

e Rostliny se svym usedlym zptsobem zivota nedokazi pted pilisobenim stresorti utéct.
Pro udrZeni jejich existence a zachovani rostlinného druhu je pro né naprosto
nezbytné, aby mély mechanismy, které je dokazi pted nebezpecim stresor chrénit.
Neméng¢ dulezité jsou pro rostliny jejich kompenza¢ni mechanismy a mechanismy, které
jim poskytuji uréitou miru adaptace a tolerance.

e Ruzné environmentalni stresory plisobi na rostliny rozdilng. Z tohoto divodu musi byt
rostliny vybaveny mnoha piislusnymi obrannymi mechanismy, které je dokazi chranit
pted jednotlivymi stresory. Mnohdy dochazi k tomu, Ze se tyto jednotlivé mechanismy
navzéjem dopliiuji a je nutnd jejich vzajemna spoluprace.

e Rady biochemickych pochodii v rostlinach nejsou zcela objasnéné a jsou malo
probadané. Nebylo provedeno dostatek relevantnich vyzkumi, které by nam ptinesly
blizsi informace o tom, jaké jsou konkrétni mechanismy ucinka téchto pochodu. Stejné
tak nejsou doposud znamy vSechny latky, které se na metabolismu rostlin a jejich
biochemickych reakci, aktivné podileji.

e Jako zajimavy rostlinny hormon se jevi abscisova kyselina (ABA). Hraje velice
dalezitou roli v riznych abiotickych stresech. Béhem sucha se koncentrace ABA
dokaze zvysit az S0x béhem 20-30 minut. V pribéhu mrazu ma ABA v rostling za kol
proces aklimatizace a dale je ABA soucast signalni drahy. Jeji funkci nalezneme
I U stresu ze zasoleni, kdy dochazi k jeji spolupraci s ROS béhem udrZeni osmotické
aiontové homeostdzi. Jako stresovy hormon ji nalezneme i béhem zatiZeni rostlin
tézkymi kovy.

e ROS =zastavaji vrostlinach dvé protichtidné funkce. KdyZz je koncentrace ROS
pfiméfena, rostlina je dokaze vyuzit ve sviij prospech a do jisté miry je ptitomnost ROS
Vv rostlinach zadouci. Vzhledem k tomu, ze ROS jsou zna¢né reaktivni molekuly, dokazi
interagovat s ostatnimi bunéénymi komponenty. Z tohoto divodu je rostliny vyuzivaji
jako signalni molekuly. Jako signalni molekula se nejlépe uplatiuje z této skupiny
peroxid vodiku, ktery jako jediny ze zndmych ROS dokéze prostupovat bunécnymi
membranami. Paklize ale hladina ROS piekro¢i tnosnou hranici, dochézi jiz
k negativnim u¢inktim a oxidativnimu stresu. To nastava hlavné v piipadé, kdy bunééné
antioxidanty nedokazi udrzet koncentraci ROS a ta se nekontrolovatelné¢ zvysi.
Oxidativni stres mliZze zpsobit bunéénou smrt a tim 1 thyn dané rostliny.
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