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ANOTACE

Hurdalkova T. (2021): Kfemik jako ochrana pii plisobeni UV-B zareni, Hradec Kralové.
Diplomova prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diplomové

prace Zuzana Kovalikova. 72 s.

Tato prace je zaméfena na studium vlivu kifemiku na rostliny pSenice seté (Triticum
aestivum, cv. Granny) v podminkach abiotického stresu. Cilem prace bylo sepsat dostupné
informace o UV-B zareni, jako abiotickém stresoru, ktery ptisobi zmény na vSech drovnich
rostliny. Praktickad ¢ast je zaméfena na studium kiemiku, jako ochranného prvku pfi
ptsobeni UV-B zareni na péstované hydroponicky rostliny pSenice seté. Zmény, které
nastaly po ozaren{ rostlin jednotnou davkou UV-B zahrnuji zvy$enou produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS) nasledovanou peroxidaci membranovych lipidd, akumulaci
fenolickych sloucenin (fenoly, flavonoidy), které zabranuji pronikani UV-B zareni do
hlubsich vrstev pletiv a vy$si aktivitu enzymatickych antioxidanti (SOD, CAT, APX).
Pridavek kifemiku do kultiva¢niho média mél tendenci sniZovat jak produkci ROS, tak
tvorbu malondialdehydu. Také se sniZila produkce fenolickych slouc¢enin. Kfemik zaplisobil
na aktivitu SOD nepiimo, zvySenim jeho aktivity. Naopak, sniZenim oxida¢niho stresu

v kfemikem oSetrenych rostlinach doslo ke sniZeni aktivity enzymt APX a CAT.
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ANNOTATION

Hurdalkova T. (2021): Silicon as a protective agent under UV-B radiation, Hradec Kralové.
Diploma thesis at Faculty of Science University of Hradec Kralové. Thesis Supervisor Zuzana

Kovalikova. 72 p.

This diploma thesis is focused on the study of the effect of silicon supplementation on wheat
plants ((Triticum aestivum, cv. Granny) exposed to abiotic stress factor. The aim of the work
was to write a search from existing literature based on UV-B, as an abiotic stressor, which
causes changes at all levels of plant. The practical partis focused on the study of silicon as a
protective element in wheat plants hydroponically grown under UV-B radiation. Irradiation
of plants with a single dose of UV-B, led to the following changes: increased production of
reactive oxygen species (ROS) resulted in the peroxidation of membrane lipids;
accumulation of phenolic compounds (phenols, flavonoids) which prevent the penetration
of UV-B radiation into the deeper layers of tissues and higher activity of enzymatic
antioxidants (SOD, CAT, APX). The supplementation of silicon successfully reduced both
ROS production and production of malondiladehyde. The production of phenolic
compounds was also reduced. Silicon indirectly affected SOD activity by increasing its
activity. On the other hand, the reduction of the oxidative stress led to the decreased activity

of APX and CAT enzymes in silicon-treated plants.
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Uvod a cile prace

Rostliny jsou vystaveny rtiznym faktor@im prostiedi, které na né v ur¢itém mnozstvi ptisobi
jako stresory. Nejcastéj$imi stresory, které na rostliny mohou ptisobit jsou sucho, slanost,
nizka teplota, nedostatek mineralnich Zivin, toxicita kov(, pesticidy a UV zafeni z nichz
vSechny maji neptiznivé uc¢inky na riista vyvoj rostlin. Z hlediska antropogennich polutanti
je UV-B zateni jednim z hlavnich environmentalnich ¢initeld, ktery na rostlinu pisobi. V
disledku ztencovani a vycerpani ozonové vrstvy se mnozstvi UV-B zareni dopadajici na
povrch zemé zvySuje a kvili své vysoké energii negativné plisobi na Zivé organismy
(Kataria 2017). Z tohoto dtivodu se védci snaZi zjistit, jaky vliv ma UV-B zareni na rostliny a

jaké ochranné prostredky ma rostlina k dispozici.

Vhledem k tomu, Ze jsou vys$si rostliny imobilni, nemohou tomuto environmentalnimu
stresoru uniknout, spise naopak, svétlo je pro rostliny z hlediska procesu fotosyntézy velice
dtlezité. Aby mohly rostliny zvladnout stres vyvolany UV-B zarenim, disponuji velmi
dobrymi obrannymi mechanismy, které se snazi UV-B zachytit jiZ pti vstupu do rostliny a
nasledné zmirnit posSkozeni pletiv a odbourat latky, které vznikly jako reakce na stres. UV-
screening je vlastnost, kterou rostliny disponuji od zacatku kolonizace suchozemského
prostiedi. Obecné jsou za to zodpovédné fenolické sekundarni metabolity, zejména
flavonoidy (Schaller et al. 2013). Kromé zvySujiciho se obsahu fenolickych slou¢enin byly
pozorovany i dalsi adaptivni reakce, jako je zvySeni kapacity zachycovani volnych radikald,
v disledku skutecnosti, Ze UV-B zateni zplisobuje vznik reaktivnich forem kysliku (ROS) na
riznych mistech fotosyntetického a respira¢niho transportu elektrondi a v bunéc¢nych
systémech béhem rdznych biochemickych reakci. Aby bylo poSkozeni ROS co nejmensi,
rostliny maji enzymatické a neenzymatické antioxida¢ni obranné systémy, které ROS

vychytavaji a preménuji na netoxické latky (Singh etal. 2017).

Nedavné vyzkumy ukazuji, Ze existuje i dalsi zptlisob, jak se rostliny mohou chranit proti
biotickym a abiotickym stresortim. Bylo prokazano, Ze kiemik funguje jako ochranny a
obranny prvek, ktery rostliné pomaha vytvorit toleranci pfi nadmérném stresu, jako je
sucho, vysoka koncentrace tézkych kovli, nedostatek Zivin, zasoleni, zareni, horko, mraz
nebo pii vysoké koncentraci chorob a Sklidcl. Z tohoto diivodu je skute¢né v nékterych
zemich vyuZivan pro zlepSeni vynosu zemédélskych plodin, a to i pfesto, Ze neni zarazen
mezi zakladnimi esencialnimi prvky pro rist rostlin (Pozza et al. 2015; Wang et al. 2017;
Yavas et Unay 2017; Olle 2020). Technologie, kdy dochazi k umélému dodavani stabilnich
forem kyseliny kiemicité se nazyva SAAT (Silic Acid Agro Technology). Tato technologie
pomaha ke zvétSeni kofenového systému rostlin, prodlouzeni stonku, zvétSeni plochy list,

zvySeni obsahu chlorofylu v rostliné a zlep3uje ptijem Zivin. Navic se jedna o moZnost trvale
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udrzitelného péstovani plodin, jelikoZ jeho aplikaci by mohlo dochazet k redukci aplikace

pesticid a fungicidt (Olle 2020).

Ptes vSechny jeho kladné funkce, které na rostlinu m4, je plisobeni kifemiku v rostliné
nejasné. Obecné uznavana hypotéza tvrdi, Ze kfemik mozna vytvari fyzikalni bariéru v
bunéénych sténach rostlin a to tak, Ze po absorpci kiemiku kofeny rostlin dochazi k
apoplastickému pohybu z kofend do listli, v mezibunécnych prostorech probéhne
polymerace kiremiku a kiemik se navaze na stény epidermalnich bunék listi a xylému a
dojde k vytvoreni kfemikové dvojvrstvy. Tim se zabrani pronikani patogenu, i UV-B zafeni,
do téla rostliny. Kfemik ale i pravdépodobné zvysuje aktivitu obrannych enzymd, ¢imz

s

vytvari chemickou bariéru rostliny (Pozza et al. 2015)

V mé diplomové praci jsem se zamétila na mechanismus vzajemného piisobeni chemického
i fyzikalniho zplisobu obrany rostliny. Prvni polovina diplomové prace je zaméfena na
sepsani poznatk o vlivu UV-B zafeni na rostliny a o kifemiku jako ochranném prvku v boji
proti nadmérnému ozareni rostlin a jeho dalSich benefitech v ochrané a riistu rostlin.
V praktické ¢asti jsem se zamértila na fyziologické a biochemické zmény v listech pSenice
seté (Triticum aestivum) po plisobeni UV-B zafeni v Case a jaky vliv mlZe mit pFitomnost

kiremiku.



1. Literarni reSerse

1.1 UV-B zareni

UV-B zareni je soucast UV zareni, které se v elektromagnetickém spektru nachazi mezi
rentgenovym zarenim a viditelnym svétlem. UV zareni je sloZeno ze tii typl, které délime
dle vinové délky na UV-A, UV-B a UV-C (Obrazek 1). Nejkratsi vinovou délku (100-200 nm)
ma UV-C zareni. Ackoliv je UV-C zafeni nejvice nebezpecné pro Zivé organismy, nemusime
se ho obdvat, protoZe je kompletné pohlceno atmosférickym kyslikem. Naopak nejdelsi
vlnovou délku (320-400 nm) ma UV-A zareni, které neni v atmosféfe pohlcovano a tvori 99
% UV zareni, které dopadne na zemsky povrch. A¢koliv je povaZovano za bezpecné, piimy
pohled do zdroje svétla nebo dlouhodobé vystaveni se povaZuji za nebezpecéné. UV-B zareni
se nachazi mezi UV-A a UV-C. Jeho vinova délka je od 280 do 320 nm a predstavuje méné
nez 0,5 % celkové slunec¢ni energie, které dopada na zemsky povrch (McKenzie et al. 2003).
Dle Heijde et Ulm (2012) absorp¢ni koeficient ozonu rapidné klesa s vinovymi délkami
vétsimi neZ 280 nm a dosahuje nuly pti vinové délce 300 nm. Z tohoto dlivodu je UV-B zareni

¢astectné pohlceno ozonem a ¢aste¢né dopada na zemsky povrch (Obrazek 2).

%
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__—Tltrafialové Zai, viditelné zdreni / infracervené zan\
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Obrazek 1: UV zdr'eni zndzornéno na cdsti UV;/j,bed

elektromagnetického spektra
(Optika Safarikovd.cz, 2021) (http://www.optika-
safarikova.cz/slunecni_bryle.html)

Obrdzek 2: Zndzornéni dopadu UV zdreni na zemsky
povrch (Volty.cz, 2021)
(https://www.volty.cz/2020/04/05/muze-uv-zareni-
zabit-koronavirus/)
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1.1.1 UV-B zareni jako stresor pro rostliny

Za stresor se vétSinou povazuje environmentalni faktor, ktery zptisobi jakoukoliv zménu
v metabolické aktivitg, riistu nebo vyvoji rostliny. Stres u rostlin miiZze mit konstruktivni
nebo destruktivni tcinek nebo miiZe piisobit jako selektivni faktor, ktery ridi adaptivni

evoluci (Slovakova et Mistrik 2007).

Vystaveni rostlin stresu se miiZe projevit jako vratny, pruzny eustres, nebo miiZe expozice
prekrocit mez tolerance a pak nastava nevratny distres. Eustres je aktivujici, stimulujici
stres, ktery je 4danym elementem ve vyvoji rostlin. Rika se mu také dobry stres nebo
konstruktivni stres. Pokud rostlina zazije mirny, elasticky eustres, metabolismus této
rostliny je upraven a rostlina se aklimatizuje na nové podminky. Opa¢nym jevem je distres,
t8Zky stres, ktery ma prevazné negativni uc¢inky na rostliny a jejich vyvoj. Nazyvame ho téz
destruktivni stres. Distres nastdva, pokud se Zivotni prostredi rostliny stane prilis
nepfiznivé a rostlina vycerpa vSechny moznosti obrany. K nastupu distresu vsak nemusi
dojit vZdy za stejnych podminek expozice stresoru. Rostliny mohou zvysit pruznou a
plastickou odolnost proti stresu prostirednictvim genetické adaptace anebo fyziologické

aklimatizace (Hidegetal. 2013).

P

Piterkova et al. (2005) uvadéji, Ze si rostliny vytvari mechanismy, které jim s nadmérnym
ozafenim UV-B pomahaji bojovat. Tyto mechanismy délime do dvou kategorif na tzv.
»,avoidance mechanismy“ a aktivni obranu. Avoidance mechanismus ma prevazné
dlouhodoby a pasivni charakter. Jeho tlohou je chranit rostlinu pied vniknutim UV-B zafeni
do pletiv tim, Ze si vytvaii mechanickou bariéru jako je silna kutikula na listech, rezervoary
vody, impregnace bunécénych stén nebo syntéza ftady organickych latek. Druhy
mechanismus aktivni obrany sniZuje negativni dopad stresorli teprve az po jejich
proniknuti do buriky. Stresova reakce, ktera nasleduje je zavisla na mnoha faktorech jako je

intenzita a délka piisobeni stresového faktoru nebo vitalita, genotyp a adaptacni schopnosti

rostliny.

Ackoliv je UV-B zateni pouze mala sloZka slune¢niho zareni, ma velky dopad na fungovani
Zivych organismli na zemi. Pfedstavuje duleZity ekofyziologicky faktor s potencidlem
poskozovat riist a fotosyntézu rostlin. Rostliny jako fotoautotrofni, nepohyblivé organismy
jsou tomuto vnéjSimu, ptirodnimu faktoru vystavené témér po celou dobu své existence.
Rostliny absorbuji UV-B zateni velkym poctem diileZitych makromolekul jako jsou nukleové
kyseliny, proteiny, lipidy a fytohormony a pouze nepatrné zvySeni hladiny UV-B miiZe mit
znacny dopad jak na tyto makromolekuly, tak na celou rostlinu. Bylo také dokazano, Ze

reakce rostliny na UV-B zareni se lisi podle davky a délky expozice. Zatimco nizké hladiny
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UV-B zareni vyvolavaji obranné fotomorfogenetické reakce, vysoké davky zareni vyvolavaji
mimo jiné vznik reaktivnich forem kysliku (ROS) a syntézu hormoni jako je kyselina

salicylova a kyselina jasménova (Obrazek 3) (Kataria et al. 2014).

UV-B
|
\ 4 \ 4
NiZKA DAVKA UV-B VYSOKA DAVKA UV-B
A\ 4
UVRS

\ 4 < -

FOTOMORFOGENETICKE O
ODPOVEDI ROSTLIN FYZIOLOGICKYCH

PROCESU

Obrdzek 3: Reakce rostlin na rozdilné davky UV-B zareni (Singh et al. 2017)

1.1.2 Zmény v rostliné zptisobené UV-B zarenim

Nékolik studii prokazalo, Ze UV-B zareni indukuje specifické zmény v genové expresi,
zvySuje akumulaci pigmentl vychytavajici UV-B a méni fytochemicky obsah. Mezi tyto tzv.
UV-screening pigmenty patfi sekundarni metabolity jako fenolické latky, flavonoidy a
estery hydroxyskoficovych kyselin, které se akumuluji ve vakuolach epidermalnich bunék
a snizuji pronikani UV-B zareni do hlubSich vrstev pletiv (Frohnmeyer et Staiger 2003). Tyto
reakce jsou zprostiedkovany fotoreceptorem UVR8 a jsou nutné pro aklimatizaci rostlin na
UV-B. VétSinou jsou indukovany nizkou, chronickou davkou, ktera nezplisobuje vyznamné
poskozeni. Proto je mliZeme povaZzovat za eustres. Na druhou stranu UV-B zareni miliZe
zpusobit akumulace poskozené DNA nebo inaktivaci fotosyntetickych mechanismii, které
jiz mlZeme povaZovat za distres. Rovnovaha mezi eustresem a distresem jednoduse
nezaleZi pouze na davce zareni nebo kvalité spektra, ale dlleZité jsou i intenzita
fotosynteticky aktivniho svétla (PAR), stadium aklimatizace rostliny nebo genotyp
(Kataria et al. 2014).

Mnoho studii vlivu UV-B zareni na rostliny ukazalo UV-B jako stresor zpiisobujici distres.

vvvvvv
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podminkach, véetné vysokych hladin UV-B a nizkych hladin doprovodného PAR. Tudiz se
dospélo k nazoru, Ze UV-B zareni plisobici na rostliny v ptirozeném Zivotnim prostiedi

vyznamneé neovliviiuje riist ani produkci rostlin (Hideg et al. 2013).

1.2 Regulace genové exprese UV-B zarenim

UV-B zareni v rostlinach vyvolava modifikace v genové expresi, které jsou velmi slozité a
specifické. Genova exprese mliZe byt up-regulovana i down-regulovana expozici UV-B. UV-
B ovliviiuje genovou expresi na transkrip¢ni, transla¢ni i posttransla¢ni urovni. UV-B
reguluje sady obrannych a dalsich gend, které jsou aktivovany prostiednictvim rtiznych
signalnich drah zahrnujicich ROS, kyselinu salicylovou (SA), kyselinu jasmonovou (JA) a
etylén. Vystaveni rostlin nizkému ptlisobeni UV-B podporuje expresi fady genti zapojenych
do UV-B ochrany, véetné genii odpovédnych za produkci flavonoidl a nékolika fenolickych
sloucenin, zatimco vysoké koncentrace ROS mohou vést Kk fytotoxicité. Protein
UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVR 8) funguje jako UV-B specificka signalni slozka kontrolujici
expresi fady geni nezbytnych pro UV-B ochranu (Hideg et al. 2013).

1.2.1 UVRS fotoreceptory

Fotoreceptory UVR8 jsou proteiny, které ptijimaji UV-B zareni a iniciuji stresové odpovédi.
Poprvé byly objeveny v mutantni rostliné rodu husenic¢ek (Arabidopsis), kterd byla
precitlivéla na svétlo (Kataria etal. 2014). Zatimco vétSina receptorii pouZiva k absorpci
svétla chromofory, UVR8 je zavisly na vnitfnich tryptofanech (Ulm a Jenkins 2015). Tyto
proteiny jsou vrostliné pritomny jako homodimer, ktery po expozici UV-B prochazi
okamzitou monomerizaci, pronika do cytoplazmy, kde se spoji s E3 ubikvitin ligdzou COP1
aby zah3jil cestu molekularni signalizace, ktera vede ke zmé&nam genové exprese (Obrazek
4). Vysledkem je exprese souboru gentli, ktera brani potencionalnimu poskozeni
zplsobeném UV-B zarenim. PFedevsim to jsou geny kdédujici enzymy biosyntézy flavonoidd,
enzymu pro opravu DNA a také proteind podilejicich se na zmirnéni oxida¢niho stresu.
Monomer UVR8 je redimerizovan plisobenim proteind RUP1 a RUP2, které prerusuji
interakci UVR8 - COP1, ¢imZ deaktivuji signalni drahu a znovu regeneruji homodimer UVR8

(Heijde et Ulm 2012).
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Obrdzek 4: Model signalizace zprostiedkované UVR8 (Heijde a Ulm 2012)
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1.3 Zmény v rostliné vyvolané vysokymi davkami UV-B

zareni
Bylo dokazano, Ze vysoké davky UV-B zareni zplsobuji u rostlin zmény na morfologické,
biochemické a molekularni trovni (Obrazek 5). Dané zmé&ny zavisi na variacich genotypu

rostliny a experimentalnich podminkach (Kataria et al. 2014).

Vliv UV-B na Rostliny

= l ek
e ~ i )
Morfologické Fyziologicke/ Molekularni
biochemické
L - .
B ' - ] ! ] '
- - . - -
f'; * |nhibice hypokotylového ) ,-"r/ = Akumulace UW- .f"// = Formovéni CPDs a [6-4)
ristu protektivnich pigmentl I PPs
=  QOtevirani délohy * Peroxidace lipida * Indukce opravnych
= Redukce listove plochy = \znik ROS mechanismi
*  Tloustnuti listu = Syntéza antioxidant( a = Stimulace homolognich
= Zkracovani internodi antioxidacnich enzymi rekombinaci
= Redukce rlistu kofen = Snifeni fotosyntézy = Sniiend regulace
= Snizend produkce = Degradace fotosystému fotosyntetickjch gend
biomasy Il, D1 a D2 proteind
= Zmény v kvétenstvi *  Fotooxidace |AA
= Snizena plodnost *= SpiZeni aktivity a
= Spizeny vynos plodin mnoistvi enzymu Rubisco

Obrazek 5: UV-B indukované morfologické, fyziologické, biochemické a molekuldrni zmény v rostlindch; prevzato a
upraveno dle (Kataria et al. 2014)

Dle Jansen etal. (1998) ovliviiuji vysoké davky UV-B fotomorfogenezi - inhibuji prodlouZeni
hypokotylu a zplisobuji otevieni kotyledonti. Dale uvadi zmény ve sloZeni epikutikularnich
voskil, zmensSeni povrchu listl a zvySeni tloustky listli, zkraceni internodti a zmény ve
vétveni rostlin. V ramci celé rostliny a ekosystému se UV-B zateni podili na sniZeni biomasy,
sniZeni vynosu plodin, zmé&nach v kveteni a sniZené plodnosti. Fina et al. (2017) zkoumali
vliv vysokych davek UV-B na kukufici (Zea mays) a zjistili, Ze dochazi ke zméné vysky rostlin
a zmenSeni velikosti listi (Obrazek 6) kviili sniZené produkci bunék, sniZené velikosti délici
z6ny a prechodu bunék z proliferace na expanzi nastavajici bliZe k bazi listu. K podobnym
vysledklim dosli i Casadevall et al. (2013), ktefi u huseniceku (Arabidopsis) ozareného UV-
B prokazali zmenSeni velikosti rostliny a zmenSeni plochy listii v dlisledku sniZeni poc¢tu

bunék v prolifera¢ni zéné (Obrazek 7).
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Obrdzek 6: Rozdil mezi listem ozdr'ené (UV-B) a neozdrené (Control) kukurice (Fina et al. 2017)
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Obrdzek 7: Rozdilnd velikost kontrolni rostliny (Arabidopsis) a rostliny
ozdrené UV-B zarenim (UV-B) (Casadevall et al. 2013)

Dalsi zmény, které vrostliné ozarené vysokou davkou UV-B pozorujeme jsou zmény
v biomolekulach. UV-B zareni, které je absorbovano molekulami DNA vyvolava preruSeni
jejich fetézci, inserci parovych bazi a fototransformaci. Pod pojmem fototransformace DNA
si mliZeme predstavit vznik cyklobutanovych pyrimidinovych dimert a pyrimidin (6-4)
pyrimidinovych dimert (6-4 PP) (Obrazek 8). Hlavnim problémem vzniku fototransformaci
je neschopnost polymeraz ¢ist tyto fotoprodukty, coZ vede k naruseni procesu replikace a

transkripce a ohroZeni spravného fungovani rostliny (Mackerness 2000).

UV-B zareni

Obrazek 8: Vznik Thymin dimeru po ozdreni UV-B
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Vysoké davky UV-B zareni ovlivituji i proteiny, které podléhaji destrukci pti UV fotolyze
aromatickych aminokyselin nebo vznikem reaktivni sufhydrylové skupiny u cystinu.
V souvislosti s aromatickymi aminokyselinami mtZeme zminit napi#iklad enzym Rubisco,
ktery pravé tyto aminokyseliny ve své strukture obsahuje. Vysoké davky UV-B zareni
zpusobuji jak sniZeni aktivity, tak sniZeni obsahu enzymu Rubisco, ¢imZ dochazi ke snizené

tvorbé asimilatti (Holl6sy 2002).

Velmi nachylné k poSkozeni UV-B zarenim jsou lipidy, zejména fosfolipidy a glykolipidy,
které pri ozareni UV-B za pritomnosti kysliku podléhaji lipoperoxidaci. Lipoperoxidace je
destruktivni proces membranovych lipidd, ktery vede ke vniku sekundarnich metabolit
jako jsou 4-hydroxy-2-alkenaly, hydroxyaldehydy, 4-hydroxy-2-nonenaly (HNE) nebo 4-
hydroxy-2-hexenaly (HHE), které umoctuji miru oxidativniho stresu v rostliné. PoSkozeni
membranovych lipidi je dnes snadno stanovitelné pomoci kvantifikace markeru
oxidativniho poskozeni membran — malondialdehydd (MDA). Malonidaldehydy deaktivuji
proteiny membran a narusuji tak jeji fluiditu (Holl6sy 2002).

vvvvvv

cild UV-B zareni je fotosynteticky aparat, ktery zodpovida za fotosyntetické funkce.
Hlavnimi negativnimi dopady na fotosynteticky aparat jsou inhibice biosyntézy chlorofylu,
inaktivace fungovani reak¢nich center LHCII, fotosystému PSII a toku elektronii. Vysoce
citlivé struktury fotosyntetického aparati na UV-B zafeni jsou thylakoidova membrana a
OEC (oxygen evolving copmlex). U OEC je to predevSim Mn Kklastr, ktery je nejlabilnéjsim
prvkem elektronového transportniho fetézce. V PSII jsou velmi citlivé na UV-B zareni
proteiny D1 a D2 — hlavni proteiny reakéniho centra. Za normalnich podminek je tvorba a
degradace téchto proteind v rovnovaze, ale se zvySenou expozici UV-B zareni dochazi ke

zvySené degradaci, coZ narusuje celou rovnovahu systému (Singh etal. 2017).

UV-B miiZe také ovlivnit mnoZstvi priduchi, jejich zavirani a vodivost ve smyslu sniZeni
asimilace oxidu uhli¢itého (CO2). Vysoké davky UV-B piimo ovliviiuji priduchy ptisobenim

na mechanismy svéracich bunék (Nogués etal. 1999).
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1.4 Oxidacni stres a reaktivni formy kysliku

vvvvvv

zahrnuji jak volné radikaly, tak neradikalové formy. Volné radikaly byly ptivodné popsany
jako meziprodukty v organické a anorganické chemii. Maji jeden nebo vice neparovych
elektront, coZ vede k vysoké reaktivité. Vznikaji, kdyZ atom nebo molekula ztrati nebo ziska
jeden elektron, nebo béhem homolitického $tépeni kovalentni vazby. Pokud v3ak dva volné
radikaly sdileji své neparové elektrony, vytvori se neradikdlovy druh. Z fyziologického
hlediska je nejvyznamné;jsi hydroxylovy radikal (¢OH), superoxidovy aniontovy radikal (O
¢), organické alkoxylové (ROe) a organické peroxylové (ROOe) radikaly. Neradikalové formy
nemaji neparové elektrony, ale jsou také vysoce reaktivni. Patii mezi né peroxid vodiku

(H202), singletovy kyslik (102), kyselina chlorna (HCIO) a 0z6n (03) (Apel et Hirt 2004).

ROS jsou béZnymi produkty metabolismu, které vznikaji nejcast€ji v chloroplastech,
mitochondriich, peroxisomech a endoplasmatickém retikulu. Hlavnim zdrojem ROS v
rostlinach je fotosyntéza, presnéji elektronovy transportni retézec (ETC) a fotorespirace v
peroxisomech. Fotosystémy v ETC, PSII a PSI generuji 10, a Oz¢ v rdmci tzv. Mehlerovy

reakce (Apel et Hirt 2004).

V misté vzniku ROS by se mély vyskytovat anioxidanty, které zabranuji interakci volnych
radikalt s biologickymi molekulami. Tvorba ROS ajejich nasledna eliminace antioxida¢nimi
procesy jsou v rovnovaze, pokud na rostlinu nepiisobi stres. Tato rovnovdha miize byt
naru$ena riznymi environmentalnimi faktory, a pokud mira stresového faktoru a s nim
spojena tvorba ROS prevaZuje nad antioxida¢nimi procesy, dochazi k oxidaci biomolekul
jako je peroxidace lipidd, poskozeni proteinti, oxidaci jednotlivych nukleotidii DNA a RNA,

inhibici enzym1 a aktivaci apoptdzy (Obrazek 9) (Dumanovic et al. 2021).

18



(A) Before UV-B exposure (C)  uv-B exposure, stressed

ROS |ann'ox| el UV'B> —
| | A

V screenin,
A 8
@@ =
low UV-B /

¥ v
(B) UV-B exposure, acclimated (D) UV-Bexposure, stressed

I UV screening I additional I UV screening I
g 2 § | Feistcon 4
ROS antiox

ROS antiox

[ ]
A

Obrazek 9: Rovhovdha mezi produkci ROS a aktivitou a kapacitou antioxidantii pred (A)
a béhem (B-D) ozareni UV-B (Czégény 2016)

Jeden z predné studovanych ROS je peroxid vodiku. MnoZstvi H,0; v peroxisomech se za
fyziologickych podminek pohybuje kolem 1 pmol na gram ¢erstvé hmotnosti, tj. 10 umol 11
(Cerny et al. 2018). Dale se prirozen& vyskytuje vapoplastu, kde se t&astni oxidace
fenolickych sloucenin a nasledné polymerizace a tvorby ligninu v bunééné sténé. V nizkych
koncentracich miize fungovat jako diftizni signalni molekula, kterad se ucastni prenosu
signali a zprostredkovava aktivaci exprese genl. Ve vysokych koncentracich, tedy
v rozmezi 10-100 pmol I je pro bunky ale uZ toxicky a zplisobuje starnuti nebo apoptézu
buriky. Peroxid vodiku je velmi nebezpelny, protoZe dokaZe prochazet pres bunécné
membrany pies peroxiporiny a jeho reakce s Fe2* nebo Cu* vede k tvorbé silnéjSich
toxickych latek, jako je «OH. Kromé toho je H»0; jiZ dlouho uznavan jako silny inhibitor
fotosyntézy, protoZe i p¥i nizkych koncentracich (10 pmol 1-1) miiZe inhibovat fixaci CO;
oxida¢nimi enzymy zahrnutymi v Calvinové cyklu o 50 % (Foyer a Noctor 2016;

Apel a Hirt 2004).

Hydroxylovy radikal je povaZovan za nejucinnéjsi oxidant, protoZe ma kratky polocas
rozpadu, velmi pozitivni redoxni potencidl a vysokou, neselektivni afinitu k biomolekulam.
Oxiduje DNA, proteiny, lipidy, aminokyseliny, cukry nebo kovy, ¢imZ zptisobuje rozsahlé
poskozeni a genetickou nestabilitu. Vznika ve Fentonové reakci z H,0, v pfitomnosti iontli

Zeleza nebo médi (Obrazek 10) (Apel et Hirt 2004).
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Superoxidovy aniontovy radikal (Oz-e) je kratce Zijici a malo reaktivni forma kysliku, ktera
neni schopna prostupovat pres bunééné membrany (Slovdkova et Mistrik 2007). Je to
burikou generovany ROS, ktery spousti kaskadu reakci a tim i tvorbu sekundarnich ROS
ptfimo, nebo prostfednictvim enzymatickych a kovem katalyzovanych procest. Vznika
jednoelektronovu redukci molekularnitho kysliku v buiice a rychle se méni na H;0; a O,

aktivitou superoxid dismutazy, ktera zabraiuje jeho hromadéni (Dumanovié et al. 2021).

O
Y
o s
O
o)
L
Y

H,0

Fe®

Haber-Weissova/
Fentonova
reakce

Fe™

Obrdzek 10: Vzdjemna konverze reaktivnich forem kysliku (ROS) odvozenych z molekuly
kysliku (Piterkova et al. 2005)
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1.5 Ochrana rostlin pred UV-B

Pokud jsou rostlinné butiky vystaveny UV-B zareni, pak se stejné jako ptijakémkoliv jiném
environmentalnim stresu aktivuji obranné mechanismy. Tyto mechanismy ptlisobi bud’ tak,
aby zabranily absorpci $kodlivého a nadmérného zareni, nebo aby zmirnily $kody, které
zareni miZe zplsobit, jakmile je absorbovano. Obranné mechanismy na morfologické a
anatomické urovni zahrnuji zvySeni obsahu epikutikularnich voskd, zvétSeni tloustky
kutikuly, $irsi vrstvu epidermis a palisidového mezofylu nebo zvySeni tvorby trichomt

(Singh etal. 2017).

Ochranné reakce vznikajici na cytologické trovni zahrnuji sadu opravnych komplexii, mezi
které patti fotoreaktivace, nebo opravy vyiezavanim a rekombinacemi DNA. Fotoreaktivace
kombinaci UV-A a modrého svétla zplisobuje monomerizaci dimerti pomoci fotolyazy, ktera
pomoci svételné energie rusi vazby mezi cyklobutanovymi kruhu, ¢imZ se obnovuje
zakladni integrita. Zatimco vytezavani se provadi endonukleolytickym Stépeni, kterym se
uvolni nukleotidy poSkozené UV-B zafenim, a potom se TFetézec resyntetizuje.

(Parihal etal. 2015).

Dalsi reakci pti plisobeni UV-B zareni je produkce sekundarni metabolitli, predevsim
fenolovych sloucenin, které hraji hlavni roli pfi ochrané rostlin pted poskozenim tim, Ze UV-
B zareni absorbuji. NejbéZnéjSimi fenolickymi slou¢eninami jsou flavonoidy produkované
fenylpropanoidovou cestou. Flavonoidy jsou ve vodé rozpustné flavonové a flavonolové
glykosidy nebo jejich derivaty - zejména kaempferol a kvercetin. Nachazeji se ve vakuolach
ajsou produkovany predevsim v epidermalnich vrstvach listi. Kromé toho, Ze jsou schopny
absorbovat UV-B zafeni, umoziuji pronikat PAR vnéjSimi vrstvami bunék aZ do
chloroplastii, aby podporovaly fotosyntézu v mezofylu listu. Dalsi protektivni vlastnosti

fenolickych sloucenin je jejich antioxida¢ni schopnost.

Aktivace antioxida¢niho systému je druhou obrannou reakci na zvysSené ozareni UV-B.
Tento systém se sklada z enzymaticky a neenzymatickych vychytavajicich procesi ROS,
¢imz se rostlinné bunky chrani pred oxida¢nim poskozenim. Neenzymaticky vychytavajici
systém zahrnuje antioxidanty s nizkou molekulovou hmotnosti jako je askorbat (AsA),
glutathion (GSH), karotenoidy, prolin a fenolové slouceniny (Apel a Hirt 2004).
V enzymatickém antioxida¢nim systému jsou zapojeny superoxid dismutdza (SOD),
askorbat peroxidaza (APX), glutation peroxidaza (GPX) a katalaza (CAT). V rostlinach se
nachazi vice nez 150 genli kédujicich rtizné antioxida¢ni enzymy, pficemz vSechny jsou
kédované jadernym genomem. Zmény v expresi téchto gend slouZi jako mechanizmus na

Upravu hladiny antioxidantd (Apel et Hirt 2004).
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1.6 Enzymatické antioxidanty

1.6.1 Superoxid dismutaza (SOD)

Enzym SOD se vyskytuje ve vSech aerobnich burikdch a subcelularnich kompartmentech
citlivych na oxidaéni stres (Obrazek 12). PovaZuje se za prvni uroven ochrany proti ROS.
Geny, které kéduji SOD jsou citlivé na environmentalni stresory a zvySend aktivita obvykle
koreluje se zvySenou toleranci rostlin na dany environmentalni stres. SOD je schopna
katalyzovat rychlou dismutaci
Oz na H;0; (Obrazek 11) a tim sniZuje nebezpeci tvorby ¢OH prostiednictvim reakci

katalyzovanych kovy.

O2 + Oz + 2H* E— H202 + 02

Vrostlinach se SOD vyskytuje ve trech formach metaloenzymi, které se 1isi kovovym
kofaktorem pritomnym v aktivnim centru. NejhojnéjSim izoenzymem, nachazejicim se ve
stromatu chloroplasti, cytosolu, peroxisomech a apoplastu je Cu/Zn-SOD. Druhou formou
je Mn-SOD, ktery je exprimovan hlavné v mitochondriich a peroxisomech, ale byl také
detekovan v apoplastu a buné¢né sténé. Treti typ je Fe-SOD pritomny v mensi mite
predevsim v chloroplastovém stroma urcitych druhi rostlin (Dumanovi¢ et al. 2021).
Vsechny tfi typy SOD jsou kédované jadrem. Regulace vSech izoenzymi je nezavisla na
stupni oxida¢niho stresu plsobiciho v jednotlivych subcelularnich castech, ale
mechanizmus na molekularni irovni je doposud nezndmy. Predpoklada se, Ze reakci spousti
produkty peroxidace lipid{i, které difunduji z mista poSkozeni k jadru a vyvolavaji
transkripci specifickych SOD gent. Jednotlivé typy SOD odpovidaji rtizné na riizné stresy a

pravdépodobné se ucastni prenosu signali v intracelularnich signalnich drahach

(Slovakova et Mistrik 2007).

1.6.2 Katalaza (CAT)

Kataldza je enzym, ktery ma schopnost regulovat intracelularni hladiny H»0:; jeho

rozkladem na vodu a kyslik.

2H202 —» 2H20 + Oz

Ve velkém mnoZstvi se vytvari v peroxisomech, kde zachycuje H;0,, ktery zde vznika
procesem fotorespirace a $-oxidace mastnych kyselin (Obrazek 12). Katalazy obsahuji ¢tyti
hemové podjednotky s Fe2+ ionty, které prochazeji oxidaci a katalyzuji disociaci dvou
molekul H,0, na vodu a kyslik. Jedna molekula katalazy dokaZe za jednu sekundu rozlozit
az 0,1 milibnu molekul H;0; na vodu a kyslik, pficemZ se jeji afinita k této molekule

pohybuje fadové v mM (Arora et al. 2002).
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1.6.3 Peroxidazy

Peroxidazy jsou oxidoreduktazy, které katalyzuji oxidaci rozlicnych skupin organickych
latek s vyuzitim H;0, jako konec¢ného akceptoru elektroni. Dle sekvence aminoalkanové
kyseliny se déli do tfi tfid. Nejvyznamnéjsi z nich je askorbat peroxidaza (APX) a to zejména
kvili distribuci svych izoenzymi az do péti bunécnych kompartmenti: stroma (sAPX) a
tylakoidy (tAPX) v chloroplastech, mikrotéliska (vCetné glyoxysom a peroxisomi; mAPX),
cytosol (cAPX) a mitochondrie (mitAPX), jako membranové vazana forma (Obrazek 12). V
regulaci tvorby ROS. Podili se na tzv. jemném modulovani hladiny ROS, které nasledné plni
dtlezitou signalni dlohu v ramci rostlinného organismu. APX vyuZiva askorbat (AsA) v
askorbat-glutathionovém cyklu jako svého specifického donora elektronti k redukci H,0, na
vodu se soucasnou generaci monodehydroaskorbatu (MDAsA). MDAsA reduktaza (MDAR)
redukuje MDAsA na AsA s pomoci NAD(P)H. Dehydroaskorbat (DHA) je produkovan
spontanné MDAsA a miiZe byt redukovan na askorbat DHA reduktazou (DHAR) s pomoci
redukovaného glutathionu (GSH), ktery je oxidovan na GSSG (oxidovany glutathion). Cyklus
je zakoncen glutathion reduktazou (GR), kterd méni GSSG zpatky na GSH za pomoci
NAD(P)H (Obrazek 11) (Dumanovié¢ et al. 2021).

Glutathion peroxidaza (GPX) nasledné méni H,0, na vodu za pouziti redukujicich
ekvivalentli z GSH. Oxidovany GSSG je znovu preménén pomoci GR a NAD(P)H na GSH a
NAD(P) (Obrazek 11). GPX mimo jiné odstranuje také produkty peroxidace lipidii a zaroven
predstavuje hlavni zdroj ochrany proti nizkym hladinAm oxida¢niho stresu

(Shigeoka et al. 2002).
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Obrazek 11: Schéma vychytdvani kyslikovych radikalii v askorbat-glutathionovem cyklu (Kataria 2017)
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1.7 Neenzymatické antioxidanty

1.7.1 Askorbat (AsA)

Kyselina askorbova neboli askorbat, je diky své schopnosti darovat elektrony
v enzymatickych i neenzymatickych reakcich povazovan za velmi silny antioxidant. MliZe
pfimo zachycovat ¢OH, 10, O»¢ a také redukovat H,0; na vodu prostiednictvim askorbat-
glutathionoveho cyklu. AsA se vyskytuje ve vSech subceluldrnich kompartmentech -
cytoplazmé, bunécné sténé nebo stromatu chloroplastli (Obrazek 12). Vyjimku tvori

vakuola, kde je pritomen pouze v nizkych koncentracich (Dumanovi¢ et al. 2021)

1.7.2 Gluthation

v s

Tripeptid, y-glutamyl-cysteinyl glycin, nejhojnéjsi thiol, byl nalezen ve velkém mnozstvi
v kazdém bunééném kompartmentu: cytosolu, chloroplastech, endoplazmatickém retikulu,
vakuolach a mitochondriich (Obrazek 12). Redukovana forma gluthationu, GSH, hraje
ditlezitou roli v riznych biologickych procesech, véetné bunécného rlistu, vyvoje, regulace
transportu siry, signalni transdukce, syntézy proteini a nukleovych kyselin, syntézy
fytochelatinli pro chelataci kovii, xenobiotické detoxikace a exprese genl odpovédnych za
stres. Jako antioxidant, GSH spolu se svou oxidovanou formou GSSG udrZuje redoxni
rovnovahu v buiice. GSH ma nizkou relativni molekulovou hmotnost a vysoky redukéni
potencial. Mohl by tedy vychytavat H,0, nebo reagovat neenzymaticky s 10, Oz'¢ a «OH. Jeho
hlavni tlohou je ale napomahat regeneraci jiného, silného, hydrofilnitho antioxidantu AsA
prostrednictvim askorbat-glutathionoveho cyklu tim, Ze pomaha recyklovat oxidovany AsA

do redukovaného stavu (Dumanovié et al. 2021).

1.7.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou skupinou isoprenoidnich slou¢enin zahrnujicich sirokou $kalu struktur, u
kterych rozliSujeme dvé hlavni tridy. Neokyslicené karotenoidy nazyvané karoteny (napf-.
B-karoten a lykopen) a jejich derivaty obsahujici kyslik, nazyvané xantofyly (napt- lutein a
zeaxanthin) (Havaux 2014). Karotenoidy jsou lipofilni antioxidanty schopné detoxikovat
ROS. Zachycuji lipidovy peroxylovy radikal (LOO), se kterym reaguji a tvori lipidovy
hydroperoxid (LOOH) a karotenoidni radikal. Karotenoidni radikal je nasledné regenerovan
tokoferolem (Dumanovi¢ et al. 2021). Nedavno se objevila nova funkce karotenoidd, ktera
souvisi s reakci rostlin na environmentalni stresy. Reaktivni formy kysliku, zejména 10,
produkované v chloroplastech za stresovych podminek, mohou oxidovat karotenoidy, coZ
vede k radé oxidovanych produktii, vCetné aldehydd, ketontli, endoperoxidii a laktont.

Neékteré z téchto derivath karotenoidd, jako je tékavy B-cyklocitral, odvozeny z oxidace -
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karotenu, jsou reaktivni elektrofilni druhy, které jsou bioaktivni a mohou vyvolat zmény v

genové expresi, vedouci k aklimatizaci na stresové podminky (Obrazek 12) (Havaux 2014).

1.7.4 Tokoferoly

Tokoferoly jsou molekuly rozpustné v tucich, které patfi do skupiny sloucenin vitaminu E.
Tokoferoly jsou syntetizovany fotosyntetickymi organismy a jsou pritomny pouze v
zelenych, fotosynteticky aktivnich ¢astech rostliny (Obrazek 12). Antioxida¢ni aktivita
tokoferolu je dana vlastnostmi donoru elektronti chromanolového kruhu. Tyto antioxidanty
chrani lipidy a dalS{ membranové slozky fyzikalnim zachycenim a chemickou reakci s 10, v
chloroplastech, ¢imZ zachovavaji strukturu a vykonnost PSII. Metoda zachytu 10: je
extrémné Ucinna a bylo odhadnuto, Ze 1 molekula a-tokoferolu miZe in vitro neutralizovat
az 220 molekul 10; pted jeho degradaci (Dumanovi¢ et al. 2021). RozliSujeme ¢tyti formy
tokoferolli (a-, B-, Y-, 6-) na zakladé poctu a polohy methylovych substituentli na
aromatickém kruhu. Nejvy3si biologickou aktivitou disponuje a-tokoferol, ktery obvykle
tvori vice neZ 90 % listového obsahu vitaminu E. Z téchto charakteristik vyplyva, Ze je a-
tokoferol pro rostliny nezbytny, predevsim diky svym antioxida¢nim aktivitdm, které
udrZuji integritu bunéénych membran pii konfrontaci se stresy a v reakci na oxida¢ni stres

(Maetal. 2020).

1.7.5 Fenolické slouceniny

Fenolické sloucCeniny jsou rozmanitou skupinou sekundarnich metabolitii (flavonoidy,
taniny, hydroxyskoricové estery, lignin atd.) produkované rostlinou. Fenoly se vyznacuji
alesponi jednim aromatickym kruhem nesoucim jednu nebo vice hydroxylovych skupin. Jsou
syntetizovany predevsim z kyseliny skoticové. Antioxida¢ni kapacita fenoll souvisi s jejich
strukturou, ktera je velmi vhodna k zachycovani volnych radikald. V porovnani s AsA nebo
a-tokoferolem maji mnohem vétsi aktivitu, protoZe maji schopnost darovat atom elektronu
nebo vodiku a nasledné rychle stabilizovat vznikly fenolovy radikal. Rostliny akumuluji UV-
absorbujici flavonoidy a dalsi fenolické slou¢eniny piredevsim ve vakuolach epidermalnich

bunék, aby se zabranilo pronikani UV-B do hlubSich tkani rostliny (Dumanovié¢ et al. 2021).
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Obrdzek 12: Umisténi antioxidacniho systému v rostlinné burice. APX, askorbdt peroxiddza; CAT, kataldza; DHAR,
dehydroaskorbadt reduktdza; MDAR, monodehydroaskorbat reduktdaza; GR, glutathion reduktdza; GRX,
glutaredoxin; SOD, superoxid dismutdza; NTR, NADPH-thioredoxin reduktdza; PRX, peroxiredoxin; TRX,
thioredoxin (Noctor et al. 2018)
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1.8 Kremik

vz

Kfemik (chemicka znacka Si, latinsky Silicium) je polokovovy, po kysliku druhy nejhojné;jsi
prvek na zemi, hojné se vyskytujici v zemské kiire. V prirodé je vSudypritomny v rtiznych
chemickych formach a jeho obsah v ptidach se lisi od <1 do 45 % suché hmotnosti. Rostliny
jsou schopny prijimat Si ve formé kyseliny kiremicité [Si(OH)4], nebo v jeji ionizované formé
Si(OH)30-. Ackoliv se Si nepovaZuje za prvek nezbytny pro Zivotni cyklus rostliny, nachazi
se v nich v koncentracich od 0,1 do 10 %, coZ je ekvivalentni nebo dokonce vétSi mnozstvi,

neZ je zastoupeni nékterych makrozivin (Currie et Perry 2007).

1.8.1 Vyskyta transportv rostliné

Vyskyt Si v rostliné je vysledkem jeho absorpce ve vySe uvedenych formach z ptidy a jeho
fizena polymerace na kone¢ném misté. Rozdil mezi akumulaci Si rliznymi rostlinnymi
druhy je specialni schopnost kotfent pfijimat Si. Schopnost rostlin akumulovat Si se vyrazné
li8{ mezi jednotlivymi druhy, ale bylo zjisténo, Ze akumulace kifemiku je ve vétSi mire
v jednodéloznych rostlinach. Rostliny c¢eledi Poaceae, Equisetaceae a Cyperaceae vykazuji
vysoké akumulace Si (0,4% Si v suSiné), Cucurbitales, Urticales a Commelinaceae vykazuji
stfedni akumulaci Si (2 - 4% Si v susiné), zatimco vétSina ostatnich druhti vykazuje malou
akumulaci (Hodson et al. 2005). Velky rozdil v akumulaci Si byl pozorovan také v rtiznych
¢astech stejné rostliny. Dobrym piikladem je variace obsahu Si v ryZi - 0.5 g kg1 v lesténé
ryZi, 50 g kg1 \ otrubach, 130 g kg1 ve slamé,
230 g kgt vryzovych slupkach a 350 g kg! v ryZovych nodech (Van Hoest 2006).

Pti ptijmu Si do rostliny se tvori fytolity nebo kfemicita télesa, ktera vypliuji bunééné stény
a lumen urcitych rostlinnych bunék (Currie et Perry 2007). Kfemik se sdruZuje s
rostlinnymi pletivy jako amorfni hydratovany opalinovy oxid kfemicity (SiO, x nH20) a
uklada se vcelé rostliné: bunécénych sténach, lumenech, intracelularnich prostorech,
kotenech, listech a reprodukénich organech (Richmond et Sussman 2003). Rostlinny oxid
kiemicity se uklada in situ a po uloZeni se jiZ nepfemistuje (Cooke et Leishman 2011).
Proces srazeni biogenniho oxidu kiemicitého je oznacované jako silicifikace. Silicifikace
koreluje s rychlosti transpirace pletiva, pravdépodobné pasivnim pohybem kyseliny
kiemicité s vodou a polymeraci oxidu kiremicitého, jak se voda odparuje. Je zndmo, Ze oxid
kiemicity se asociuje s bunécnou sténou a Ze specifické makromolekuly mohou ur¢ovatjeho
uloZeni. Ukazalo se, Ze suklddanim oxidu kremicitého jsou spojeny celulézové a
necelul6zové polysacharidy a aromatickd makromolekula ligninu (Guerriero et al. 2020).
Law et Exley (2011) ve své studii zkoumali roli kalézy (polysacharidu buné¢né stény) pri

urcovani depozice oxidu kfemicitého a prokazali, Ze silicifikace v presli¢ce rolni (Equisetum
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arvense) nasleduje uloZisté kal6zy. Mechanismus ukladani bunécné stény mize byt pasivni
a podporovany gelovou povahou specifickych sloZek bunééné stény (jako je kaldza), které
zachycuji kyselinu kfemicitou v mikroprostiedi priznivém pro autokondenzaci na oxid
kiemicity (Law a Exley 2011). Zatim neni zndmo, zda silicifikace ,uptednostiiuje“ konkrétni
makromolekuly bunécné stény, nebo zda muZe byt proces spustén jakymkoli typem

makromolekuly bunééné stény (Guerriero et al. 2020).

Schopnost rostlin absorbovat oxid kremicity se 1isi podle druhu. Pivodné Takahashi et al.
(1990) navrhl tfi metody absorpce kiemiku: aktivni, pasivni a odmitavy. Podrobné;jsi
zkoumani absorpce Si u nékolika druhti rostlin vedlo k objasnéni rtiznych zplisobli absorpce
a transportu kyseliny kiemicité. Transportni a distribu¢ni systém ve vys8ich rostlinach by
se dal rozdélit na tfi C¢asti: 1. prijem a radiadlni transport v kofeni, 2. xylémovy a
mezivaskularni transporta 3. pfechod Si z xylému a ukladani v listu na zakladé spoluprace
influx a eflux transportnich proteinti (Yan et al. 2018). Podrobnéji se zkoumal pfijem Si v
rostlinach ryze. Bylo zjiSténo, Ze za ptijem Si v ryZi jsou zodpovédné dva geny (Lsi1 a Lsi2)
koédujici transportéry Si (Ma et Yamaji 2006). Transportér s nizkou afinitou Lsil patii do
hlavni podrodiny vnitinich proteini podobnych Nod26 v aquaporinu. Je lokalizovan na
distalni strané exodermis a endodermis v kotenech ryze. Lsil je zodpovédny za absorpci
kyseliny kifemicité z vnéjsiho roztoku do kotrenovych kortikalnich bunék. Lsi2 je lokalizovan
ve stejnych burikach jako Lsil, ale na proximalni strané. Predstavuje efluxni transportér
odpovédny za transport Si z kofenovych bunék do apoplastu, je tedy zodpovédny za
odtokovou transportni aktivitu. Pro efektivni pfijem Si v ryZi je nutné spojeni Lsil s Lsi2
(Ma et Yamaji 2008). Bylo zjisténo, Ze influxni a efluxni transportni proteiny v je¢meni a
kukufici (HvLsil/ZmLsil a HvLsi2/ZmLsi2, v potadi) jsou lokalizovany v odlisnych
burikach nez u ryZze (Obrazek 13). HvLsil/ZmLsil je polarné lokalizovan v epidermalnich,
hypodermalnich a kortikalnich buiikdch na distalni strané, zatimco HvLsi2/ZmLsi2 je
lokalizovan vyhradné v endodermis bez polarity. Tim, Ze se li8{ lokalizace transportnich
proteind, 1isi se i drahy transportu Si z vnéjsiho prostredi do xylému. V ryZi je Si prijiman
zvnéjsiho prostiedi transportérem OsLsil na distdlni strané a uvolnén do apoplastu
aerenchymu transportérem OsLsi2 na proximalni strané exodermalnich bunék. Do stélé je
Si transportovan jak OsLsil, tak OsLsi2 skrz endodermalni bunécnou vrstvu. U kofenii
je¢mene a kukufice je Si ptijiman z vnéjstho roztoku pomoci HvLsil/ZmLsi1 lokalizovaného
na distalni strané epidermalnich a kortikalnich bunék a poté je symplasticky transportovan
do endodermis a nasledné uvolnén efluxnim HvLsi2/ZmLsi2 transportérem s naslednym

apoplastickym transportem do stéle (Yan et al. 2018).
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Za transportkyseliny kiremicité z xylému do bunék xylémového parenchymu je zodpovédny
specificky transportér Lsi6. Gen kédujici transportér Lsi6 byl charakterizovan u ryze
(OsLsi6) (Yamaji et al. 2008), je¢mene (HvLsi6) (Yamaji et al. 2012) a kukutice (ZmLsi6)
(Mitani et al. 2009). Stejné jako OsLsi6, ZmLsi6 a HvLsi6 se také exprimuji v kofenech i
vyhoncich a vykazuji polarni lokalizaci v buiikach xylémového parenchymu, které sousedi s

cévami jak v pochvach listi, tak v listovych ¢epelich (Yan et al. 2018).
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Obrazek 13: Schematicky model transportniho systému Si v kukurici/je¢meni a ryZi (Mitani et al. 2009)

Poté co byla kyselina kfemicita translokovana do vyhonkd, jak je uvedeno vyse, je dale
koncentrovana ztratou vody odvozené z transpira¢nitho procesu a poté polymerovana na
amorfni oxid kiemicity (SiO2)n x nH20. Amorfni oxid kiremicity se zda byt prakticky jedinou
formou Si nahromadéného hlavné na bunéc¢nych sténach listd, stonkl a slupek. V mensi
mife mizZe byt také uloZen v bunécné sténé bunék endodermis kotend a hliz. V buné¢nych
sténach pokozky listli mlze hydratovany amorfni polymer tvorit dvojité vrstvy kutikuly a

miuZe byt také uloZen ve specifickych silicifikovanych butikach (Yan et al. 2018).

Dal$imi rostlinami zkoumanymi pro jejich absorpci kyseliny kfemicité byly okurky a rajcata,
akumulatory stiedni a nizké trovné. Bylo zjiSté€no, Ze u obou druhti je prijem kyseliny

kifemicité z prostiedi zprostiedkovan transportérem se stejnou afinitou ke kyseliné
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vz

kiemicité jako Lsil. Za nizsi absorpci Si v téchto rostlinach odpovidaji rozdily v hustoté
transportéru v postrannich kotenech. Rostliny jako okurky a raj¢ata pouZzivaji pro transport

Si do xylému pasivni difuzi (Mitani 2005).
1.8.2 Uloha kfemiku v rostlinach

Kiemik si v poslednich letech ziskava pozornost v zemédeélstvi kviili mnoha pfiznivym
ucink@im na rostliny. Byla provedena stovka studii s nékolika druhy rostlin a za rtiznych
ristovych podminek, které prokazaly piiznivé ucinky hnojeni Si, zejména pi¥i zmiriovani
biotickych a abiotickych stresorti. Kfemik zvySuje odolnost viici chorobam zplisobenym
houbami, bakteriemi a $kidci (Wang et al. 2017). MliZe pomoci zmirnit vliv abiotickych
stresovych faktorii na rostliny jako jsou poléhani, sucho, radiace, vysoka teplota, mraz nebo
UV zareni. Bylo prokazano zmirnéni negativnitho dopadu salinity v ryZi a pSenici, toxicity
Mn ve fazolich, toxicity Al v ryZi, toxicity Fe v cukrové titiné nebo toxicity Cd u pSenice, ryZze
a kukurice (Olle 2020). Od roku 2006, kdy doslo k objevu genti vysvétlujicich molekularni
mechanismy absorpce a transportu Si v rostlinach, se provedlo mnoho dalSich vyzkum,

s

které se pokousi vysvétlit, jak a pro¢ pritomnost Si vrostlindch pfinasi vyhody.

Vv

mechanismy podilejici se na toleranci stresu odvozené od Si. Bylo navrZzeno mnoho hypotéz,
které se snazily vysvétlitjakou roli hraje Si v toleranci vii¢i stresu. Zatim ale neexistuji Zadné
presvédcivé diikazy, které by presné ukazovaly na tyto mechanismy a soucasné usili o
vyteSeni této zahady zahrnuje komplexni analyzy vlivu suplementace Si na riizné abiotické
a biotické zatéze, biochemické a fyziologické parametry, spole¢nou lokalizaci a distribuci

minerall a transkriptomické a metabolomické reakce (Deshmukh etal. 2017).

1.8.3 Role kiremiku ve stresovych podminkach

Role kiemiku v abiotické stresové toleranci

Vv
vvvvvv

vy s

metabolickych aktivit a celkovému zdravi rostlin. Prvni reakce na vétsinu abiotickych
stresort jako je napiiklad: slanost, sucho, UV stres nebo stres z téZkych kovti je generovani
ROS. Je znamo, Ze tato reakce zpiisobuje vazné poskozeni bunéénych struktur a organel a

méni normaln{ funkci bunék (Deshmukh etal. 2017).

Studie naznacuji, Ze by aplikace Si mohla zmirnit toxicitu kovd, stres ze zasoleni, sucha,
teploty nebo UV-B zareni. Prostiedky, kterymi Si tyto ochranné ucinky aplikuje jsou stale

predmétem zkoumani. Toxicita kovl véetné Mn, Cd, Al a Zn byla studovana a navrhované
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mechanismy piisobeni Si zahrnuji: akumulaci Zn jako silikatu, sniZeni peroxidace lipidi a
zvySeni enzymatickych a neenzymatickych antioxidantli proti toxicité Mn, zvyS$ené
uvoliiovani fenolickych latek se silnou chelata¢ni schopnosti pro toleranci Al. SniZena
transpirace a pritomnost silicifikovanych struktur miiZe sniZit tepelnou zatéz listd a
poskytnou vyssi toleranci rostlin k vysokym teplotdm. Bylo zjisténo, Ze odolnost vici
solnému stresu je zplisobena posilenim enzymd, jako je SOD a CAT, které brani
oxidativnimu poSkozeni membrany. A schopnost nékterych rostlin akumulovat Si a vytvaret
dvojitou kifemikovou vrstvu v epidermis sniZuje pronikani UV-B zafeni do hlubsich vrstev

bunék listu (Currie a Perry 2007).

Pro zkoumani pasivni a aktivni regulace pienosu Si, McLarnon et al. (2017) hodnotili
nékteré fyziologické parametry u tfi genotypi picnin, lisicich se schopnosti akumulovat Si.
Jejich vysledky naznacuji, Ze za normalnich podminek (kontroly) se rozdily v odrtidach
pripisuji vodivosti a transpiraci priducht. AvSak pfi stresu (poranéni) byla u vech tif
genotypl zaznamenana zvySena hladina Si. Tato reakce byla pfic¢itana vyssi expresi genii
transportéru Si. Tyto vysledky naznacuji aktivni reZim regulace absorpce Si za stresovych
podminek. Stale vSak neexistuji presvédcivé dlikazy o primém aktivnim zapojeni Si do
jakychkoli metabolickych procest, které by mohly systematicky vysvétlit, jak Si reguluje

bunécné procesy.

Role kiemiku v biotické stresové toleranci

Role Si ve zvySeni tolerance na nemoci a patogeny jsou velmi dobie popsané. Wang et al.
(2017) popsali ochranu rostlin zprostifedkovanou Si na tfech zakladnich mechanismech
(Obrazek 14). Za prvé, fyzikalni mechanismy zahrnuji tvorbu ochrannych bariér. Kfemikem
zvySena odolnost je spojena s hustotou silicifikovanych dlouhych a kratkych epidermalnich
bunék, silnou vrstvou oxidu kiemicitého pod kutikulou, dvojitou kutikularni vrstvou,
zesilenou Si celul6zovou membranou, tvorbou papil a komplexy vytvorené s organickymi
slouc¢eninami v epidermalnich bunikach stény, které rostliny mechanicky zpevnuji. Fyzikalni
bariéry inhibuji pronikani patogeni a ¢ini rostlinné buiiky méné nachylnymi k enzymatické
degradaci zpiisobené invazi houbovych patogeni. Kfemik se hromadji, a kdyZ se uloZi pod
kutikulu, mtZe vytvotit dvojitou vrstvu kutikula-Si, aby se zabranilo pronikani patogent, a

tim se snizil vyskyt onemocnéni (Obrazek 15).

Druhy mechanismus je Si indukovana biochemicka rezistence b&hem interakce rostlina-
patogen, kterd zahrnuje: 1. zvySeni aktivity enzymi souvisejicich s obranou, jako je
polyfenol oxidaza, glukanaza, peroxidaza a fenylalaninamonium lyaza (PAL); 2. indukce

produkce antimikrobialnich sloucenin, jako jsou fenolické 1atky, flavonoidy, fytoalexiny a
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proteiny souvisejici s patogenezi (PR) v rostlindch; a 3. regulace syntézy systémovych

signald, jako je kyselina salicylova (SA), kyselina jasmonova (JA) a etylén.

Za treti se Si podili na metabolickych procesech interakce rostlina-patogen, aktivuje
obranné geny hostitelskych rostlin prostirednictvim fady fyziologickych a biochemickych
reakcfi a signalnich transdukci a také indukuje rezistentni reakci rostlin k prevenci chorob
rostlin. Kifemik mtiZe piisobit v primarni odpovédi a modulovat aktivitu post-elicitacnich,
intracelularnich signalnich systém1, které reguluji expresi obrannych genti souvisejicich se
strukturdlnimi modifikacemi bunéénych stén, hypersenzitivnimi reakcemi, syntézou

hormont, syntézou antimikrobialnich slouc¢enin a PR proteinti (Wang etal. 2017).

Cuticle The role of silicon on plant-pathogen interactions
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Obrazek 14: Tri zdkladni tirovné ochrany rostlin zprostiedkované kiemikem (Wang et al. 2017)
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Obrdzek 15: A) listy ryZe naockované Magnaporthe grisea; +Si -oSeti'ené ki‘'emikem a -Si- neoSeti'ené kiremikem;
B) schéma vytvoreni kifemikové vrstvy zvysujici odolnost viici infekci (Wang et al. 2017)
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1.8.4 Role kiremiku pti UV-stresu

Je dobfe zdokumentovano, Ze zvySeny prijem Si sniZuje negativni dopad UV-B zareni u
riznych druht rostlin véetné séji, ryze a pSenice (Goto et al. 2003; Shen et al. 2010;
Yao etal. 2011). Kremik miiZe byt imobilizovan biomineralizaci jako rostlinné opaly
(fytolity) v bunécné sténé, bunécném lumenu a v mezibunécénych prostorech nebo vamorfni
formé jako dvouvrstva Si v epidermis (Currie a Perry 2007). Tato kfemikova dvojita vrstva
je vyrobena z amorfniho oxidu kfemicitého, latky podobné sklu. O 1atkach podobnych sklu
je znamo, Ze sniZuji propustnost UV zareni, coZ ukazuje na potencidl Si pro UV-screening.
Neni v3ak stale jasné, zda je zvySena tvorba ochranné dvojvrstvy Si vytvarena v reakci na
UV-B nebo je to pouze vedlejsi ucinek druhové specifickych variaci Si nahromadénych
vrostlindch (Liang et al. 2015). Shena et al. (2010) prokazali, Ze aplikace Si snizila
peroxidaci lipidli, aktivitu antioxidac¢nich enzymi a tvorbu H;0, v sazenicich séji
vystavenych stresu z UV-B zareni. Je také mozZné, Ze Si plisobi nepfimo zvySenim
antioxida¢nich enzymovych aktivit a tim prispivd k vy$Si mife zhaseni ROS. Dale by
akumulace Si a tvorba ochranné dvojvrstvy mohla hrat roli v energetické bilanci rostliny.

S ohledem na energetickou naro¢nost vyroby latek absorbujicich UV-B by mohla byt tato

vrstva alternativni ochranné opatieni proti UV zareni (Obrazek 16) (Schaller et al. 2013).

Ultraviolet
radiation
- Cuticula
| 3 £ Y = v |
5 > )

Silicon layer
Epidermis

Mesophyll

Epidermis

Silicon layer
Cuticula

Obrdzek 16: Vlevo: schéma rezu listu s kiremikovou vrstvou; vpravo: rozloZeni kiemiku (Zlutd barva) v suchych
listech Phragmites australis zachycené elektronovym mikroskopem JEOL T 330A (Schaller et al. 2013)
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2 Metodika

2.1 Metodika péstovani rostlin

Semena pSenice (Triticum aestivum, cv. Granny) jsme sterilizovali v 5% roztoku Sava po
dobu 10 minut a promyli v destilované vodé. Nasledné jsme je nechali pres noc imbibovat
v destilované vodé (Obrazek 17). Takto pripravena semena jsme vyseli do pisku a nechali
kli¢it 2 dny v riistové komofte ve tmé a nasledné 3 dny na svétle (Obrazek 18). Po vykliceni
jsme uniformni jedince ptenesli do poloviéntho Hoaglandova média, ve kterém jsme
upravili pH na hodnotu 6,0. Po dvou dnech jsme polovi¢ni médium vyménili za celé
Hoaglandovo medium, které jsme pak ménili kazdy druhy den po dobu osmi dnii. Péstovani
probihalo v rlistové komote Binder (KBW 720, Binder GmnH, Tuttlingen, Némecko) za
nasledujicich podminek: fotoperioda 12 h den/12 h tma, teplota 25 °C/20 °C, relativni
vlhkost 60 %. Desaty den od nasazeni sazenic byly rostliny ozatreny UV-B zarenim vyuZitim
specialnich trubic (Repti Glo 5.0 30 W, Hagen, Némecko) po dobu 30 minuta byly provedeny
analyzy v ¢asovych intervalech 15, 30, 60 a 120 minut od oraZeni. Celkova davka zareni

predstavovala 0,7 W m-2 (1,3 k] m-2).

Celkové jsme pripravili 4 varianty. Prvni kvétinac slouZil jako kontrola a druhy kvétinac
jsme pozdéji ozarili UV-B zarenim. Do tfetiho a ¢tvrtého kvétinace jsme pridali kfemik (0,4
ml 11 media) ve formé kiremicitého skla. Ctvrty kvétinaé jsme opét pozdéji ozatili UV-B

(Obrazek 19).

Obrazek 17: Imbibace semen pSenice seté Obrdzek 18: Kli¢eni semen psenice seté
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Obrazek 19: Vypéstované rostliny s vyobrazenymi varianty

2.2 Extrakce a kvantifikace ROS

Vramci ROS jsme stanovili obsah peroxidu vodiku a superoxidového radiadlu pomoci
spektrofotometrické metody. 100 mg listové Cepele jsme homogenizovali v tfeci misce
s trochou moiského pisku a 50 mM fosfatovym tlumivym roztokem (pH 7,0) ve vysledném
fedéni 1 g 20 ml-! (Obrazek 20, 21). Homogenizaty jsme centrifugovali 15 min pii 14000
rpm a 4 °C v chlazené centrifuze (Eppendorf 5804 R).

Reakéni smés na stanoveni peroxidu vodiku obsahovala 500 pl supernatantu a 250 pl 0,5%
roztoku TiCls v20% HSO4. Nasledné jsme vzorky promichali a opét centrifugovali pri
nastaveni uvedenych vysSe. Absorbanci jsem mérili pfi vinové délce 410 nm (Cintra
101,Dandenong, Australia) a vysledky jsme ptepocitali na jednotku Cerstvé hmotnosti
avyjadrili jako mnoZstvi peroxidu vodiku vpumol g1 derstvé hmotnosti (FW)

(Ducaiova et al. 2016).
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50mM fosfatovy tlumivy roztok
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Treci miska s tlouckem

Obrazek 20: Pomiicky na homogenizaci listii pSenice seté

Obrazek 21: Homogenizaty listii pSenice seté

Obsah superoxidového radikalu jsme stanovili jako mnoZstvi nitritu uvolnéného z
hydroxylaminu (Ducaiova et al. 2016). K reakéni smési obsahujici 300 pl supernatantu,
270 pl 50 mM fosfatového tlumivého roztoku (pH =7,0) a 30 pl 10 mM hydroxylaminu jsme
postupné po 15 min intervalech inkubace p¥i laboratorni teploté pridavali 300 pl 17 mM
sulfanilamidu, 300 pl 7 mM a-naftylaminu a 300 pl dietyléteru. Absorbanci vysledné reakéni
smési jsme mérili pi 530 nm. Vysledky jsme piepocitali na jednotku suché hmotnosti a

vyjadrili jako mnoZstvi superoxidového radikalu v pg gt FW.
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2.3 Extrakce a kvantifikace malondialdehydu

Miru peroxidace membranovych lipidii jsme stanovili jako obsah malondialdehydu (MDA)
reakci s kyselinou 2-tiobarbiturovou (komplex TBARS; Tio-Barbituric Acid Reactive
Substances) (Ducaiova etal. 2016). Alikvotni ¢astlistii jsme homogenizovali v 0,1% kyseliné
trichloroctové ve vysledném redéni 1 g FW na 10 ml. Homogenaty jsme centrifugovali 15
min pti 20 °Ca 15 000 rpm. Reakéni smés skladajici se z 0,5 ml supernatantu a 1,5 ml 20%
kyseliny trichléroctové obsahujici 0,5% kyselinu tiobarbiturovou (TBA) jsme inkubovali v
susirné pti 90 °C po dobu 30 min. Po prudkém ochlazeni v ledové drti a pozvolném ohrati
na laboratorni teplotu jsme absorbanci mérili pfi 532 nm a pt¥i 600 nm na korekci zakalu.
Vysledky jsme vyjadrili jako mnoZstvi MDA v pmol g1 FW vyuZitim molového absorpéniho
koeficientu MDA-TBA, € = 155 mM-1 cm-1.

2.4 Extrakce a kvantifikace fenolud a flavonoidu

Alikvotni ¢astlistli jsme homogenizovali ve vychlazenych trecich miskach s 80% metanolem
ve vysledném fedéni 1 g FW na 10 ml. Homogenaty jsme centrifugovali 15 min pti 10 2C a
14 000 rpm. Obsah rozpustnych fenold jsme stanovili Folin-Ciocalteuvou metodou
(Ducaiova et al. 2016). Reakéni smés se skladala z 30 pl supernatantu, 470 pl destilované
vody, 975 pl 2% NazCO3z a 25 pl 2N Folin-Ciocalteuva ¢inidla. Vzorky jsme inkubovali jednu
hodinu pti 45 °C a jejich absorbanci jsme mérili pfi 750 nm. Jako standardni latku na
sestaveni kalibra¢ni kfivky jsme pouzily kyselinu gallovou (Sigma-Aldrich) (Obrazek 22).
Vysledky jsme vyjadrili v mg g1 FW.

celkové fenoly
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Obrdzek 22: Kalibracni kiivka kyseliny gallové pro kvantifikaci celkovych fenolii
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Obsah flavonoidi jsme stanovili reakci s ionty hliniku, které specificky interaguji s keto-
nebo hydroxy-skupinou (Ducaiova et al. 2016). Reakéni smés, obsahujici 500 pl
supernatantu a 500 pl 2% roztoku hliniku (AlCl; v 100% metanole), jsme inkubovali jednu
hodinu pfi laboratorni teploté. Absorbanci vzorkli jsme méfili pti 420 nm. Jako standardni
latku na sestaveni kalibraéni krivky jsme pouZili kvercetin (Obrazek 23). Vysledky jsme

vyjadrili jako mg g1 FW.

flavonoidy
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Obrazek 23: Kalibracni kiivka kvercetinu pro kvantifikaci flavonoidti

2.5 Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymi

Pro ptipravu vzorkid ke stanoveni aktivity vybranych antioxida¢nich enzymi (superoxid
dismutazy, kataladzy a askorbat peroxidazy) jsme ve vychlazené treci misce ponoiené v
ledové drti homogenizovali 0,2 g erstvé hmotnosti rostlinného materialu se 1,5 ml 50 mM
fosfatového pufru (pH 7,0). Homogenat jsme centrifugovali 15 min pti 14000 rpm a teploté

4 °C. Vzorky je nutné po celou dobu prace uchovavat na ledu.

2.5.1 SOD

Superoxid dismutaza katalyzuje pfeménu superoxidového radikalu na peroxid vodiku a
kyslik. Celkova aktivita SOD se béZné stanovuje pomoci komeréné dostupnych kitli. My jsme
pro stanoveni aktivity SOD postupovali dle navodu piisluSného kitu (19160 Sigma-Aldrich
SOD Determination Kit). Principem stanoveni vdaném kitu je inhibice tvorby

superoxidovych iontll generovanych béhem oxidace xantinu a tyto superoxidové ionty
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redukuji ,tetrazolium nitroblue“ na ,tetrazolium nitroblue - diformazan“. Pf¥itomnost SOD
sniZuje hladinu superoxidu, ¢imz klesa i tvorba zminéného diformazan-derivatu jeZ je
nasledné spektrofotometricky méren. Aktivita SOD méfena v mikrotitra¢nich destickach
byla stanovena spektrofotometricky pti vinové délce 560 nm (SPARK® Tecan Trading AG,
Mannedorf City, Switzerland) (Obrazek 24).

Obrazek 24: Pristroj, kterym jsme mérili aktivitu SOD (Spark®, Tekan)

2.5.2 CAT

Stanoveni katalazy stoji na principu pfemény peroxidu vodiku na vodu a kyslik. V pribéhu
méreni je sledovan ubytek peroxidu vodiku v dlisledku poklesu absorbance smési vzorku s

H,0, pfi vinové délce 240 nm.

Ke stanoveni aktivity katalazy jsme do sklenéné kyvety postupné pridavali 2,45 ml
fosfatového pufu a 0,05 ml supernatantu. Enzymatickou reakci jsme zah3jili ptidanim
0,55 ml 100 mM H,0; (Obrazek 25). Zménu absorbance (na zakladé rozkladu peroxidu
vodiku) jsme zaznamenali pti vinové délce 240 nm (Genesys 150 UV-VIS, Thermo Scientific)
na zacatku reakce a po jedné minuté priibéhu. Aktivitu CAT jsme vypocitali s pouZitim

molarniho absorpéniho koeficientu € = 39,4 mM-1 cm-! a vyjadrili jako umol za min-t g1 FW.
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Obrazek 25: Pomiicky na méreni aktivity CAT a APX; sklenénd kyveta, pipety, budik, spektrofotometr a chemikdlie

2.5.3 APX

Pro stanoveni aktivity askorbat peroxidazy jsme do sklenéné kyvety postupné pridavali
0,68 ml fosfatového pufu, 0,1 ml 100 mM kyseliny askorbové, 0,1 ml 100 mM EDTA a 0,02
ml supernatantu. Enzymatickou reakci jsme zah4jili pfidanim 0,1 ml 10 mM H,O,. Pokles
absorbance jsme zaznamenali pfi vinové délce 290 nm na zac¢atku reakce a po jedné minuté
pribéhu. Aktivitu APX jsme vypocitali s pouZzitim molarniho absorp¢niho koeficientu € = 2,6

mM-1 cm-! a vyjadrili jako pmol za min-t g-1 FW.
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2.6 Western blot analyza

2.6.1 Roztoky pro izolaci a stanoveni koncentrace proteinti

DTE extrak¢ni tlumivy roztok
28 mM DTT (dithiotreitol)

28 mM Na;CO3

175 mM sacharéza

5 % SDS (dodecylsiran sodny)

10 mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)

30 % Akrylamid
29,2 g AA (akrylamid)
0,8 g bisAA (bisakrylamid)

100 ml deionizovana H,0

1,5 M Tris - HCl pH = 8,8
18,18 g Tris base (trisaminomethan)
80 ml deionizovana H,0

upravit pH s HCI a doplnitdo 100 ml

0,5M Tris- HCl pH = 6,8
6,06 g Tris base
80 ml deionizovana H,0

upravit pH s HCl a doplnitdo 100 ml

Elektrodovy tlumivy roztok pro SDS - PAGE (10x koncentrovany, pH = 8,3)
30 g Tris base

144 g Glycin

10 g SDS

900 ml deionizovana H-0

upravit pH s HCl a doplnitdo 1000 ml
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12 % separacni gel (2 gely)

2,5 ml Tris - HCI (pH = 8,8)

3,5 ml dH20

4 ml 30 % AA/bisAA

100 pl 10 % SDS

100 pl 10 % persiran amonny

10 pl TEMED (tetreamethylethylenndiamin)

5 % startovaci gel (2 gely)
1,25 ml Tris - HCI (pH = 6,8)
3,05 ml dH-0

650 ul 30 % AA/bisAA

50 pul 10 % SDS

50 ul 10 % persiran amonny

6 wl TEMED

2.6.2 Roztoky pro imunodetekci proteint

Blotovaci roztok (10x koncentrovany)
15,1 g Tris base

72 g Glycin

0,01 g SDS doplnit do 1000 ml dH20

Transferovy roztok
700 ml dH20
100 ml 10x blotovaci roztok

200 ml metanol
TBS (10x konc., pH =7,4)
7,5 g Tris base

44 g NaCl
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500 ml dH-0
upravit pH s HCl TBST

(TBS - TWEEN 20)
100 ml 10x TBS
1 ml Tween 20

900 ml dH;0

Blokovaci roztok
100 ml TBST

5 g suSené odtu¢néné mléko (Blotting-Grade Blocker, Bio-RAD)

2.6.3 Izolace a stanoveni proteint

Rostlinny material jsme zmrazili v tekutém dusiku a do doby analyz uskladnily pti -80 °C.
Do 1,5 ml ependorfovych zkumavek jsme si napipetovali 700 pl DTE extrakéniho roztoku.
Nasledné jsme vzorky homogenizovali za pomoci tekutého dusiku ve vychlazenych trecich
miskach na prasek, ktery jsme prenesli do zkumavek s extrakénim roztokem. Vzorky jsme
michali 10 min na tfepacce pri 1500 rpm (Multi Speed Vortex MSV-3500, Biosan, Litva) a
nasledné jsme je vloZili do termobloku, kde se vzorky denaturovaly 30 min p¥i 70 °C
(Thermo Block TDB-120, Biosan, Litva). Poté jsme denaturované vzorky centrifugovali 10

min pfi 14000 rpm. Supernatant jsme odpipetovali do ¢istych zkumavek.

Proteiny jsme stanovovali pomoci spektrofotometrie. Nejdfive jsme odpipetovali 50 pl
vzorku do 500 pl 10 % Kkyseliny trichloroctové a centrifugoval 10 min pfi 13000 rpm.
Vznikly supernatant jsme vylili a pelet vysusSili v termobloku pti 40 °C (otevirené zkumavky)
anasledné rozpustilive 100 pl 0,1M NaOH. Poté jsme si ptipravili kalibra¢ni fadu bovinniho
sérového albuminu (BSA) v NaOH dle tabulky 1. Z kazdé zkumavky kalibraéni fady jsme si
odpipetovali 50 pl do nové zkumavky oznacené A - I. Do kaZdého vzorku i zkumavky
s kalibraéni fadou jsme napipetovali 1 ml vyvijeciho roztoku (BCA kit- Biochinonic Acid Kit
for Protein Determination, Sigma - Aldrich, USA) a inkubovali 30 min pfi 37°C. Po inkubaci
jsme mérili absorbanci pfi 562 nm na spektrofotometru. Jako slepy vzorek jsme pouZili
destilovanou vodu a nasledné jsme zacali méfit od zkumavky I-A a poté vzorky.

Z namérenych vysledku jsme si vytvorili kalibra¢ni krivku, ze které jsem vypocitali
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koncentraci proteinti ve vzorku (Obrazek 26). Zaroven jsme si vypocitali mnoZstvi proteinti

sV s

Tabulka 1: Kalibracni fada BSA (2 mg ml1) v NaOH

Zkumavka 0,1M NaOH BSA Vysledna konc. BSA

0opl 300 pl 2000 pg mlt

B 125 pl 375 ul 1500 pg ml?

C 325 ul 275 ul 1000 pg ml?

D 175 ul 275 wl ze zkumavky B 750 pg ml1

E 325wl 325 pl ze zkumavky C 500 pg ml1

F 325wl 325 pl ze zkumavky E 250 pg ml1

G 325wl 325 pl ze zkumavky F 125 pg mlt

H 400 ul 100 pl ze zkumavky G 25 pg mlt

| 400 ul 0w 0 pg ml!

celkové proteiny
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Obrazek 26: Kalibracni kiivka BSA pro kvantifikaci proteinti
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2.6.4 SDS - PAGE

Proteiny v pripravenych vzorkdch jsme separovali pomoci metody SDS - PAGE
(polyakrylamidova gelova elektroforéza za denaturujicich podminek) nasledujicim
zplsobem. Zmrazené vzorky jsme nechali inkubovat 10 min pfi 70 °C na tfepacce
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Na separaci jsme pouZili pfistroj Mini -
Protean® Tetra Cell (Bio-Rad, USA) a postupovali podle Laemmliho (1970). Po ptipravé
separacnich polyakrylamidovych gelti a sestrojeni aparatury jsme nanesli vypocitané
mnoZstvi proteinu do gelu. Jako marker molekulovych hmotnosti jsme pouzili 5 ul
PageRuler TM Prestained Protein Ladder (Fermentas, Kanada). Elektroforéza probihala
v elektrodovém tlumivém roztoku pii konstantnim napéti 200V po dobu 60 min

(Power/Pac 300, Bio - Rad, USA) (Obrazek 27, 28).

Obrdzek 28: Zachyceni probihajici separace proteinii. Cernd barva - marker molekulovych hmotnosti;
zelend barva - jednotlivé vzorky
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2.6.5 Imunodetekce proteint - prenos proteind na PVDF

Na blotovaci zatizeni jsme si naskladali jednotlivé komponenty v nasledujicim poradi -
spodni ¢ast kazety na blotovani, poduska namocend v transferovém roztoku, filtra¢ni papir
namoceny v transferovém roztoku, gel z elektroforézy, membrana, opét filtraéni papir
namoceny v transferovém roztoku a poduska namocena v transferovém roztoku (Obrazek
29). Nakonec jsme vytlac¢ili vzduchové bubliny sklenénou ty¢inkou a zavreli blotovaci
kazetu. PVDF membranu (Immun-Blot® PVDF membrane, 0,2 pm, Bio-RAD) jsme aktivovali
30 s vmethanolu a nasledné proplachli 3 x 10 min v transferovém roztoku. Blotovani
proteini probihalo v blotovacim roztoku v blotovacim zatizeni (Trans Blot SD Cell, Bio-Rad,

USA) 60 min pii 100 mA.

I 1 ¢ 1e@en

‘ IR EEY 11

Obrazek 29: Skladani blotovaciho ,sendvice”
Po preblotovani jsme membrany 10 min blokovali v blokovacim roztoku a néasledné
promyvali 10 min v TBS. Membrany jsme vloZili do vhodné natedéné primarni protilatky a
inkubovali pfes noc na tfepacce pri 4 °C. Jako primarni protilatky jsme pouzili: CAT, cAPX,
MnSOD a FeSOD (Agriseria AB, Sweden). Primarni protilatky jsme fedili v TBS s5%

odtu¢nénym suSenym mlékem (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Redéni primdrnich protildtek

protilatka redéni
CAT 1:1000
APX 1:5000
MnSOD 1:2000
FeSOD 1:2000

Primarni protilatky jsme nasledné vymyvali na trepacce 7x 10 min v TBST a po osmé v TBS.
Po vymyti primarni protilatky jsme membranu inkubovali v sekundarni protilatce (Goat
anti RabbitIgG, USA) po dobu 60 min. Sekundarni protilatku jsme fedili 1:3000. Sekundarni
protilatku jsme opét vymyvali na tfepacce stejnou technikou jako primarni protilatku

(Obrazek 30).

Obrazek 30: Vymyvdni membrdn na trepacce

Na vymytou membranu jsme nanesli 1 ml Immobilon™ Western Chemiluminiscent HRP
Substrate (Millipore, Billerica, MA, USA) a nechali jsme ho 1 minutu plsobit.
Chemiluminiscenéni signal jsme zachytili pristrojem Azure c400 (Azure Biosystems InC,,

Dublin, CA, USA) (Obrazek 31).
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Obrazek 31: Zachyceni chemiluminiscencniho signdlu pristrojem Azure c400 (Azure Biosystems InC., Dublin, CA,
USA)

2.6.6 Zpracovani vysledki

Pro zpracovani vysledki jsme pouZili program Image], bezplatny program, ktery bézi na
v8ech operacnich systémech od Wayna Rasbanda z National Institute of Health (USA) aje k

dispozici ke staZeni na adrese: http://rsb.info.nih.gov/ij/.

Tento program nadm umoZnil relativné kvantifikovat proteinové bandy z membrany jako
pomér kazdého proteinového bandu vzhledem ke kontrolnimu bandu nasledujicim

zplsobem.

1. Nejdrive jsme si do programu nahrali obrazek gelu.
2. Ctvercovym vybérem jsme ohranicili prvni, kontrolni prouZek (Obrazek 32) zvolili

Analyze = Gels = Select first lane.
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Obrazek 32: Ohraniceni prvniho kontrolniho bandu

3. Tento prvni ¢tverec jsme postupné pouZili pro zpracovani vysledkl ze vzorkd,
Analyze = Gels = Select next lane.

4. Po oznaceni posledniho bandu jsme zvolily Analyze = Gels = Plot lanes. Nasledné
se objevily grafy s piky.

5. Zvybéru nastrojl jsme si vzali vybér ¢ary (Obrazek 33) a nakreslily jsme ¢aru pod
pikem, kterou jsme definovali prostor pod ktivkou. Tento krok jsme provedli u

vSech grafi.

¢ ImageJ g
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Obrazek 33: Vyber ¢ary
6. Na zavér jsme pouZily kouzelnou htilku (Obrazek 34) kterou jsme zvyraznili piky

Zlutou barvou a v dal§im okné se nacetla jejich zméiena hodnota.

¥ ImageJ [:]

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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-

Obrazek 34: Vyber kouzelné hiilky

7. Namérené hodnoty jme pouZili pro dal3i statistické zpracovani.
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2.7 Statistické analyzy

Vsechna data jme vyhodnotili jednorozmérnou analyzou rozptylu ANOVA (GraphPad Prism
9 Software, LLC, San Diego, CA, USA). Vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a stresovanymi
vzorky jsme analyzovali pomoci Tukeyho testu s hladinou vyznamnosti p < 0,05. Chybové
usecky vkazdém grafu znazornuji standartni odchylky. Sloupce oznafeny stejnym

pismenem se vyrazné nelisi.
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3 Vysledky

Cilem prace bylo zhodnotit celkovy fyziologicky a biochemicky stav rostlin po 15, 30, 60 a
120 min po ozareni jednotnou davkou UV-B zafeni a vzhledem ke kontrolni rostliné zjistit,
jak rostlina na stresor reaguje a za jak dlouhou dobu se vrati stav rostliny do doby pred

Y]

ozarenim. Dal$im cilem bylo zhodnotit, jaké i¢inky méla aplikace kiemiku.

3.1 Stanoveni obsahu ROS

Tvorba ROS je jedna z hlavnich reakci, kterou lze pozorovat miru stresového zatiZeni
rostliny pri ozareni UV-B. Vramci prace jsme stanovovali obsah peroxidu vodiku a
superoxidového radikalu v listech pSenice spektrofotometrickymi metodami v ¢asovych

intervalech 15, 30, 60 a 120 min po ozafeni.

Vliv UV-B zareni na obsah peroxidii vodiku v listech pSenice seté (Triticum
aestivum)

Ozarené i/anebo kiemikem oSetfené rostliny vykazovaly vy3si obsah H,0; neZ kontrolni
vzorky. Hladina H,0; u rostlin oSetfenych Si méfena 15 a 30 min po ozareni byla niZsi nez
u rostlin, které nebyly oSetreny Si. AvSak u vzork(, které byly métfeny 60 a 120 min od
ozareni, toto pravidlo neplatilo. Dokonce u vzorku UVSi60 byla naméfena nejvyssi hladina
H20; ze vSech. U vzorkd UV120 a UVSi120 nebyl zaznamenany vyznamny rozdil v hladiné

peroxidu (Obrazek 35).

Obsah peroxidu vodiku v listech pSenice

14 ab
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Si uvi1s UVS|15 uv3o UVS|30 uveo UVS|60 uvi120 UVS|120

umol g1 FW

Obrdzek 35: Obsah peroxidu vodiku v listech psenice. Udaje piedstavuji priimérnou hodnotu + smérodajnd
odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil dle
Tukeyovho testu (p < 0,05).
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Vliv UV-B zareni na obsah superoxidového radikalu v listech pSenice seté (Triticum
aestivum)

Hladina superoxidového radikalu u kontrolnich vzorkd byla vyrazné nizsi nez u vzorki
oSetienych Si a/nebo ozatrenych UV-B zarenim. Neozarené rostliny oSetreny Si obsahovaly
nejvyssi hladinu superoxidového radikalu (23,97 pg g1 FW). U ozafenych vzorki platilo, Ze
pritomnost Si sniZovala obsah superoxidového radikalu vlistech pSenice. Vyjimku
predstavoval vzorek UVSil120, ktery naopak vykazoval vyS$si hladinu superoxidového
radikalu nez rostliny varianty UV120. Statisticky stejné hodnoty byly méfeny u vzorkl
UV15, UV30, UVSi60 a UVSi120 (Obrazek 36). Hladina superoxidového radikalu se
v ozafenych Si neoSetfenych rostlindch zvys$ila a dosahla maxima 60 min po ozareni,

nasledné se zase zacala sniZovat.

Obsah superoxidového radikalu v listech pSenice
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Obrdzek 36: Obsah superoxidového radikdlu v listech psenice. Udaje ptedstavuji priimérnou hodnotu +
smérodajnd odchylka (n = 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny
rozdil dle Tukeyovho testu (p < 0,05).
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3.2 Stanoveni obsahu malondialdehydu (MDA)

Malondialdehyd je 1atka, ktera vznika degradaci polynenasycenych lipidi ptisobenim ROS.
Tato sloucenina je reaktivni aldehyd a je jednim z mnoha reaktivnich elektrofilnich druhf,
které zplsobuji toxicky stres v buiikach a tvori koncové produkty lipoxidace. Produkce
tohoto aldehydu se tedy pouZiva jako biomarker pro méfeni tirovné oxida¢niho poSkozeni

membranovych lipidd.

Vliv UV-B zareni na obsah MDA v listech pSenice seté (Triticum aestivum)

Z mérenych vzorkl vykazovaly nejvys$si hodnoty MDA vzorky UV15, UVSil5 a vzorek, ktery
nebyl ozatren UV-B a byl oSetien kifemikem (vzorek Si). Postupna méreni po prodluZujicich
se ¢asovych usecich ukazovala na sniZujici se hladinu MDA v listech. V méfenich kratce po
ozafeni (do 30 min) byl zaznamenan stejny obsah MDA u vzork( oSetfenych Si jako u jejich
neoSetfené varianty. Avsak pti méreni po del$im ¢asové useku po ozareni (vice neZ 60 min)
se ukazalo, Ze vzorky doplnéné o Si vykazovaly niZ$i obsah MDA neZ jejich neoSetiené

varianty (Obrazek 37).

Obsah MDA v listech pSenice
0,055 -

0,05 A

0,045 -
0,04
0,035 H
0,03
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Si uv15s UVS|15 uv3o UVS|30 uveo UVS|60 UVS|120UVS|120

umol gt FW

Obrdzek 37: Obsah MDA v listech psenice. Udaje ptedstavuji priimérnou hodnotu + smérodajnd odchylka (n = 6).
Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil dle Tukeyovho testu
(p <0,05).
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3.3 Stanoveni obsahu fenolickych sloucenin

Vliv UV-B zareni na obsah celkovych rozpustnych fenolii v listech pSenice seté
(Triticum aestivum)

v

Po ozateni vykazovaly rostliny vy$si obsah fenolt v listech neZ kontrolni neozarené vzorky.
Nejvyssi obsah fenolli byl zméfen v rostliné 15 min po ozareni. Tato hladina se nasledné
snizila. Rostliny, které byly oSetfeny Si, obsahovaly méné fenoll neZ jejich neoSetiené
varianty. Vyjimku tvoii vzorky mérené po 120 min (UV120 a UVSi120), u kterych byl obsah
fenold témér totozny. Z vysledkli méfeni vychazi, Ze u ozarenych, Si oSetfenych rostlin
v riznych ¢asovych intervalech je hladina fenolli niZsi ve srovnani s rostlinami péstovanymi

v médiu bez Si. Avsak signifikantné pouze u vzorki analyzovanych po 15 min (Obrazek 38).
Obsah fenolt v listech pSenice
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Obrdzek 38: Obsah fenolii v listech psenice. Udaje ptedstavuji priimérnou hodnotu + smérodajnd odchylka (n = 6).
Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil dle Tukeyovho testu
(p <0,05).
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Vliv UV-B zareni na obsah flavonoidi v listech pSenice seté (Triticum aestivum)

U rostlin ozatenych UV-B zarenim se hladina flavonoidi zvysila. Nejvyssi hladina flavonoidt
byla 15 min po ozafeni a s pribyvajicim ¢asem odbéru se u ozarenych rostlin obsah
flavonoidi sniZoval az pod uroven kontrolniho vzorku. Rostliny, které byly stresovany UV-
B zatfenim, obsahovaly pri suplementaci Si niz$i obsah flavonoidl nez varianty bez Si. Tento
trend je patrny pfi vSech ¢asovych mérenich. Nenf tomu tak u rostlin, které ozareny nebyly.
Zde rostliny péstovany v médiu sSi obsahovaly o néco vice flavonoidi neZ rostliny

péstovany bez Si (Obrazek 39).

Obsah flavonoid( v listech psSenice
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Obrdzek 39: Obsah flavonoidii v listech psenice. Udaje ptedstavuji priimérnou hodnotu + smérodajnd odchylka (n
= 6). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil dle Tukeyovho testu
(p <0,05).
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3.4 Aktivita antioxida¢nich enzymi

Vliv UV-B zareni na aktivitu superoxid dismutazy (SOD) v listech pSenice seté

(Triticum aestivum)

Aktivita SOD (vyjadieno jako mira inhibice vzniku superoxidového radikalu) v listech
pSenice seté se po ozafeni UV-B zvysila oproti kontrolnimu vzorku a ziistala neménna po
celou dobu méreni (Obrazek 40). Pridavek Si do média se projevil variabilné a nizsf aktivita

SOD (avsak ne statisticky) byla zaznamenana pouze u ¢asového intervalu 15 min po ozareni.

Aktivita SOD v listech pSenice
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Obrdzek 40: Aktivita SOD v listech psenice. Udaje piedstavuji priimérnou hodnotu + smérodajnd odchylka (n = 6).
Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil dle Tukeyovho testu
(p <0,05).
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Vliv UV-B zafeni na aktivitu katalazy (CAT) v listech pSenice seté (Triticum aestivum)

Aktivita CAT se u kifemikem neoSetfenych rostlin, kratce po ozareni (vzorek UV15) zvysila
oproti kontrolnim rostlindm. Po dal$ich ¢asovych intervalech se aktivita CAT v listech
sniZovala aZ na uroven kontrolniho vzorku a zlistala vice méné neménn3, kdy se méiené
hodnoty pohybovaly v rozmezi 0,022 aZ 0,025 pmol g1 FW. U rostlin suplementovanych Si
byla aktivita CAT statisticky stejna nebo mensi (UVSi60) neZ v rostlinach neoSetienych Si
(Obrazek 41).

Aktivita CAT v listech pSenice

0,035 1+
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Obrdzek 41: Aktivita CAT v listech pSenice. Udaje predstavuji pritmérnou hodnotu + smérodajnd odchylka (n = 6).
Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil dle Tukeyovho testu
(p <0,05).
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Vliv UV-B zareni na aktivitu askorbat peroxidazy (APX) vlistech pSenice seté

(Triticum aestivum)

Pfi ozareni rostlin UV-B doSlo k stimulaci aktivity APX v listech pSenice oproti kontrolnimu
vzorku. Tento narist byl po celou dobu pokusu ale neménny a ani po 120 min se nesniZil.
Kfemikem oSetfené rostliny dosahovaly pfi ozareni nizsich hodnot aktivity APX v listech
nez rostliny, které nebyly oSetiené Si. Tato hodnota ale také ztistala po celou dobu pokusu
neménna. Aktivita APX v neozarenych rostlinach osetfenych samotnim Si byla obdobna jako

aktivita enzymu v ozarenych rostlinach oSetrenych Si (Obrazek 42).

Aktivita cAPX v listech pSenice
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Obrdzek 42: Aktivita APX v listech pSenice. Udaje predstavuji pritmérnou hodnotu + smérodajnd odchylka (n = 6).
Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil dle Tukeyovho testu
(p <0,05).
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3.5 Western blot analyza exprese vybranych antioxidacnich
enzymu

Ve v8ech vzorcich byla pomoci western blot analyzy potvrzena pritomnost sledovanych
protein (CAT, FeSOD, MnSOD a cAPX) podilejicich se na antioxidac¢nich procesech
vrostlinich (Obrazek 43). Exprese sledovanych enzymu zavisela na typu vzorku a

pouZzitého stresoru. Relativni hodnoty pro viechny vzorky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Relativni kvantifikace proteinii z fotek membrdn po western blotu. Hodnoty v tabulce jsou vyjadieny
v hustoté pixelti s vyuZitim programu Image]

CAT cAPX FeSOD MnSOD

C 241,991 1679,134 1797,589 6489,731

Si 1001,477 6386,622 2518,347 10725,702
Uv15 378,991 498,263 3412,154 7187,217
UVSi15 1468,619 7200,401 1703,569 7791,095
Uv30 493,477 2203,761 2608,853 5288,853
UVSi30 1595,305 9098,409 984,983 12999,238
Uveo 887,276 4640,945 2349,953 10562,409
UVSi60 1170,104 5096,338 1613,69 8625,924
Si120 709,406 5212,167 5677,397 16786,48
UVSi120 1699,983 3429,882 3764,53 11078,752

V pripadé CAT jsme vyssi intenzitu signalu zaznamenali ve vzorkach rostlin ozarenych UV-
B zarenim a soucasné péstovanych v médiu obohaceném o Si. S prodluZujici se dobou
odbéru tyto hodnoty nartstali. Vyjimkou je UVSi60, kde hodnoty mirné poklesli (Obrazek
44). U cAPX jsme zaznamenali vyrazny narlst relativni exprese u kifemikem oSetienych
rostlin (maxima u varianty UVSi30), zejména u neozarenych rostlin, nebo u rostlin
analyzovanych 15 minut po aplikaci UV-B. S prodluZujici se dobou analyzy se rozdily mezi
Si oSetfenymi a neoSetfenymi rostlinami zmensSovaly (Obrazek 45). V ptipadé FeSOD a
MnSOD jsme pozorovali u neoSetifenych rostlin s prodluzujici se dobou odbéru narist
intenzity signalti (Obrazek 46 a 47). Aplikace Si se projevila variabilné a neni moZné urcit

.....

FeSOD a vyssi v pripadé MnSOD.
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Obrdzek 43: Imunolokalizace proteinti CAT, cAPX, FeSOD a MnSOD v listech pSenice seté
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Obrdzek 44: Relativni kvantifikace CAT pomoci programu Image]. Hodnoty jsou uvedeny v hustote pixelti.

cAPX

90 ~

70 A

50 A
40
30 A

20 A

0 T T T T T T T T T 1
C Si Uvil5  UVSil5  UV30 UVSi30  UVe0  UVSi60 UV120 UVSi120

Obrdzek 45: Relativni kvantifikace cAPX pomoci programu Image]. Hodnoty jsou uvedeny v hustoteé pixelii.
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Obrazek 46: Relativni kvantifikace FeSOD pomoci programu Image]. Hodnoty jsou uvedeny v hustote pixelti.
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Obrazek 47: Relativni kvantifikace MnSOD pomoci programu Image]. Hodnoty jsou uvedeny v hustoté pixelil.
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4 Diskuze

Rostliny jsou schopné vnimat intenzitu, trvani i kvalitu svétla. Tyto signaly maji potencial
primo ovliviiovat kli¢eni, rychlost riistu, produktivitu, reprodukci a preziti rostlin. Svétlo je
pro rostliny Zivotné dileZité, a proto jiZ od dob, kdy vystoupily na terestricky povrch,
musely povaZovat UV-B zareni za zakladni stresovy signal. Mnoho studii zabyvajicich se
tématikou vlivu UV-B zareni na rostliny potvrdilo, Ze rostliny umi toto zareni rozeznat,
prijmout specidlnim receptorem a vytvofrit si ochranu proti jeho nadmérnému piisobeni
(Heijde et Ulm 2012; Kataria et al. 2014; Ulm et Jenkins 2015). Z provedenych vyzkum{, pii
riznych experimentalnich podminkach vyplyva, Ze nadmérné ozareni UV-B zpiisobuje
zmény u rostlin na morfologické, fyziologické i molekuldrni drovni (Hollésy 2002;

Jansen et al. 1998).

V nasi studii nebyly pozorovany zZadné morfologické zmény zplisobené UV-B zatfenim, a to
ziejmeé z dlivodu pouziti nizké davky UV-B (1,3 k] m2) a kratkému casu expozice (30 min).
Morfologické zmény ve svém vyzkumu mohl pozorovat napt. Shen et al. (2010) u rostlin
s6ji. P¥i ozarovani vy$si davkou UV-B (2.7 k] m-2 nebo 5.4 k] m-2) po dobu jednoho tydne
vypozoroval snizeni délky vyhonki, plochy listi a celkové suché hmotnosti. Stejné
odliSnosti, vCetné zmény barvy a tvaru listli, pozoroval i Kakanietal (2003) u so6ji

péstované pod davkou 16 k] m-2.

Jedinou pozorovatelnou morfologickou zménou byla pevné;jsi struktura a vétsi ostrost listli
rostlin oSetfenych Si. Studie prokazuji, Ze rostliny, které jsou schopny zabudovat kiremik ve
své strukture (pSenice, kukufice, séja), maji v ochrané proti nadmérnému UV-B zareni
velikou vyhodu (Goto etal. 2003; Yao et al. 2011). V listech se Si uklada v prostoru
bezprostifedné pod vrstvou kutikuly a vytvari dvojitou vrstvu kutikula-Si
(Ma et Yamaji 2006; Currie et Perry 2007; Schaller etal. 2012). Takova Si dvojita vrstva
miZe pisobit jako sklenénd vrstva a sniZovat dal§i prenos UV zareni z epidermis

(Gatto et al. 1998).

Nase studie byla zaméfena predevsim na sledovani fyziologickych a molekularnich zmén,
mezi které patffi: zména v obsahu ROS, MDA, UV-B absorbujicich latek a aktivity
antioxidac¢nich enzymi CAT, SOD a APX.

UV-B zareni jako abioticky stresor narusuje rovnovadhu mezi produkci ROS a antioxida¢ni
obranou, coZ zplsobuje akumulaci ROS, které vyvolavaji oxida¢ni poSkozeni funk¢nich
molekul (Yao etal. 2011). Obsah peroxidu vodiku i superoxidového radikalu se v nasi studii
po ozareni UV-B zvysil, coZ koreluje s vysledky podobnych experimentii: zvy$eny obsah O,

* pri vysoké davce ozareni byl pozorovan u Spenatu (Spinacia oleracea) (Hideg et Vass
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1996), vlistech bobu obecného (Vicia faba) (Barta et al. 2004) a také v izolovanych
tylakoidech ryze seté (Oryza sativa) (Lidon et al. 2012). Protektivni roli Si zkoumal Yao et
al. (2011) u sazenic pSenice vystavenych UV-B zareni, kde suplementace Si vyznamné
sniZovala rychlost produkce superoxidovych radikalt. V nasi studii se protektivni role Si

prokazala zejména u prvnich dvou intervalt.

Mira poSkozeni membranovych lipidli byla stanovena na zakladé obsahu MDA, produktt
jejich peroxidace (Hollésy 2002). V nasem experimentu se hladina MDA po ozareni zvysila.
Vznik MDA po ozareni UV-B pozorovali v listech ryZe Dai et al. (2006), v listech vitanie
snodarné (Withania somnifera) Takshak et Agrawal (2014) a u sazenic pSenice seté
(Triticum aestivum) Yao etal. (2011). S rostoucim ¢asem se hladina MDA v listech sniZovala
a ochranné vlastnosti kifemiku se projevily azZ hodinu po ozareni. Obdobné, Yao etal. (2011)
prokazal protektivni funkci kifemiku u sazenic pSenice seté ozarované UV-B a to pri

zkoumané koncentraci kiremiku v ptdé (100-400 mg SiO, kg-1).

Produkce fenoli a flavonoidt v listovém pletivu je velmi dobfe zdokumentovana a povaZuje
se za adaptivni mechanismus proti UV-B zareni. Je to jedna z prvnich obrannych reakci,
ktera sniZuje pronikani UV-B zareni do hlubSich vrstev pletiv a zaroven plni antioxidac¢ni
funkci (Holl6sy 2002; Goto et al. 2003). V nasi studii se produkce fenoli i flavonoidi dle
predpokladu po ozareni zvysila. Kfemikem oSetfené rostliny vykazovaly niZ8i obsah
fenolickych latek. Ke stejnému zavéru dosel i Shen et al. (2010), ktery provadél podobny
pokus se sazenicemi séji, kde se obsah fenolickych latek po ozareni zvysil o vice nez 90%.
Oproti tomu u sazenic péstovanych s kifemikem se obsah zvysil pouze o 10%. Dle téchto
vysledkli by UV-B screening Si vrstvou mohl byt vyhodou s ohledem na energetickou
naroc¢nost biosyntézy fenolickych latek. Zatim ale neni jasné, zda jsou rostliny schopny
aktivné tvorit Si dvojvrstvu, nebo jde pouze o vedlejsi efekt akumulace Si.

(Schaller etal. 2013).

Aktivace antioxida¢niho systému je druhou obrannou reakci na zvySené ozareni UV-B.
Tento systém se sklada z enzymatickych a neenzymatickych vychytavajicich procest ROS,
¢imzZ se rostlinné bunky chrani pred oxida¢nim poSkozenim (Apel et Hirt 2004). BéZnou
strategii pro studium metabolismu ROS je kvantifikovat aktivitu enzymatickych sloZek
antioxida¢niho systému. Interpretace dat je vSak komplikovana kvili rozdilim v
antioxidac¢nich odpovédich mezi druhy, genotypy stejného druhu a listy rtizného stari
a/nebo vyvojového stadia (Hideg et al. 2013). Presto existuje urcitd shoda. Naptiklad
Agrawal et al. (2009) ve své praci shrnul vysledky studii vlivu UV-B zareni na aktivitu
enzymatického oxida¢niho systému SOD, CAT, APX a GSH u rliznych druht rostlin. ZvySena

aktivita téchto enzymi byla pozorovana u rostlin: Triticum aestivum (4.2 nebo 10.3 k] m-2

64



d-1), Cassia auriculata (7.5 k] m2 nebo 15 k] m-2), Zea mays (8.35 k] m -2 d 1) a dalSich. Dle
predpokladi se i v naSem experimentu aktivita vSech tfi zkoumanych enzymi po ozareni
zvysila. Vliv kfemiku se na aktivitu rlznych enzyma vsak lisil. Aktivita SOD byla ve

Vv s

variantach s Si stejnd nebo vy$si coz mizZe naznacovat, Ze Si plsobi nepfimo zvySenim
antioxida¢nich enzymovych aktivit a tim prispiva k vy$si mire zhaSeni ROS. Aktivita CAT a
APX byla u rostlin o3etfenych kiemikem stejnd nebo niZ$i neZ u neoSetienych rostlin.
Ztejmé z diivodu niZstho stupné oxidace. Podobné v experimentu Shen et al. (2010) aplikace
Si snizila aktivitu antioxida¢nich enzymi a tvorbu H20; u sazenic séji vystavenych stresu z

UV-B zareni.

Vseobecné ma kiemik fadu funkci ve fyziologii rostlin. DileZitou tlohou kfemiku pfi
sniZovani neptiznivych ucinkd stresu miiZe byt zlepSovani ptidnich podminek. Proto by
kifemik mohl byt v budoucnu pouzivan ke zlepsSeni riistu rostlin a odolnosti ve stresovych
podminkach. Avsak, je potfeba mnoho dalsich aplikovanych vyzkumi a na vice plodinach

pro hodnoceni t¢innosti kfemiku jako ochranné latku vii¢i environmentalnim faktortim.
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Zaver

Cilem predloZené diplomové prace bylo podrobnéji prozkoumat vliv kfemiku na vybrané
fyziologické, stresové a metabolické aspekty nadmérného UV-B zareni v hydroponicky
péstovanych rostlindch pSenice seté (kultivar Granny). Analyzy probihaly ve Ctyfech

¢asovych intervalech (15, 30, 60 a 120 min) po 30ti-minutovém ozareni UV-B.

Z vysledkii je patrné, Ze UV-B jako abioticky stresor vyvolava nasledujici zmény v rostline:

- nadmérnou produkci ROS (H202 a 02), které zpiisobuji oxidaci buné¢nych struktur,

- zvySenou syntézu MDA - produktu peroxidace bunéénych membranovych lipidd,

- akumulaci UV-absorbujicich sekundarnich metaboliti (fenoly, flavonoidy), které
snizuji pronikani UV-B zareni do hlubsich vrstev rostliny,

- zvySenou aktivitu enzymia (CAT, SOD, APX), které funguji jako antioxidanty
redukujici ROS,

- Casové hledisko analyz od ozareni nemélo vyznamny vliv na akumulaci ROS nebo

aktivitu antioxidac¢nich enzymd.

Ptidavek Si do kultiva¢niho média se pozitivné projevil u nasledujicich parametrt:

- obsah ROS byl ve vétSiné rostlin oSetfenych Si niZ3i nebo stejny jako v neosetienych
variantach.

- obsah MDA v Si oSetienych ozarenych listech byl nizsi nebo stejny jako u rostlin
neoSetrenych Si,

- obsah fenolti a flavonoidi byl u Si oSetfenych variant té mér vzdy nizsi

- aktivita SOD byla ve variantach s Si stejna nebo vyssi,

- aktivita CAT a APX byla ve variantach s Si stejna nebo nizsi

- vedl ke zmirnéni, resp. pozdéjsimu nastupu oxida¢niho stresu a nadmérné tvorby

fenolovych latek jako odpovéd na nadmérné UV-B zareni.

Shrnuti vysledk této diplomové prace potvrzuje tvrzeni, Ze aplikace Si do kultiva¢niho
média miiZe mit pozitivni vliv na rostliny pSenice seté vystavené kratkodobému UV-B

zareni.
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