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Nézev diplomové prace: VIiv vybranych herbicidi na expresi UGT a aktivitu

antioxidacnich enzymi husenicku rolniho

Herbicidy se hojné vyuzivaji k regulaci pleveld v zeméd¢lstvi. Piestoze je jejich
pouziti esencidlni pro zajisténi dostatecné produkce zemédé€lskych plodin, dochazi
ke snizeni jejich u€inku kvili vzniku herbicidni rezistence. Je proto dillezité objasnit
mechanismy vzniku herbicidni rezistence, aby byly herbicidy pouzivany efektivné
a mohly byt pfipadné vyvinuty nové latky. Zaroven pisobi herbicidy na rostlinu jako
abioticky stresovy faktor a dochazi tak k ovlivnéni antioxida¢niho aparatu rostlinnych
bun¢k. Hlavnim cilem této prace bylo zjistit vliv vybranych herbicidi -
tribenuron-methylu (TBM), pinoxadenu (PNX) a sulcotrionu (SLC), na expresi
vybranych UGT, které by mohly hrat roli ve vzniku herbicidni rezistence a dale
prozkoumat vliv. TBM na aktivitu vybranych antioxida¢nich enzymi -
askorbatperoxidasy (APX), katalasy (CAT) a superoxiddismutasy (SOD). Jako modelova
rostlina byl pouzit husenicek rolni (Arabidopsis thaliana), experiment byl provadén na
bunéénych suspenzich a hydroponickych kulturach. U vzorkli vystavenych plsobeni
PNX byl pomoci qPCR zaznamenan signifikantni narist exprese u vice vybranych UGT
(UGT74E2, UGT73C6 a UGT84A2). U TBM a SLC nebyly zmény v expresi
signifikantni.  Enzymatickd  aktivita antioxidacnich enzymid byla méfena
spektrofotometricky a vysledky ukazaly, ze nékteré koncentrace TBM zptisobuji u CAT
a SOD nartst aktivity, naopak u APX snizeni aktivity. Nicméné nebyla pozorovéana

zavislost mezi koncentraci herbicidu a aktivitou enzymu.
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Herbicides are widely used to control weeds in agriculture. Although their use is
essential to ensure crop production, their effect occurs to be reduced due
to the development of herbicide resistence. Therefore it is important to clarify
the mechanism of herbicide resistence, so that herbicides can be used effectively and new
substances can be developed if necessary. At the same time, herbicides acts as an abiotic
stress factor on the plant, thus affecting the antioxidant apparatus of plant cells. The aim
of this work was to investigate the effect of selected herbicides — tribenuron-methyl
(TBM), pinoxaden (PNX) and sulcotrione (SLC), on the expression of selected UGTs
that could play a role in herbicide resistence. Secondary, we want to find out the effect of
TBM on the activity of selected antioxidant enzymes — ascorbate peroxidase (APX),
catalase (CAT) and superooxide dismutase (SOD). Arabidopsis thaliana was used
as a model plant and the experiment was performed on cell suspensions and hydroponic
cultures. In samples exposed to PNX, qPCR showed a significant increase in expression
in multiple selected UGTs (UGT74E2, UGT73C6 and UGT84A2). Expression changes
were not significant for TBM and SLC. The enzymatic activity of antioxidant enzymes
was measured spectrophotometrically and the results showed that some concentrations
of TBM cause an increase in activity in CAT and SOD, and a decrease in activity in APX.
However, no relationship was observed between herbicide concentration and the level

of enzyme activity.
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1 Uvod

V dnesnim vyspélém svéte, kdy je potreba efektivné ziskat co nejvetsi trodu, je
pouziti herbicidi esencialni. U velkého mnozstvi plevelnych rostlin ale dochézi k naristu
rezistence vuCi herbicidim. Védci po celém svété zkoumaji mechanismy vzniku
rezistence ve snaze zabranit jejimu rozsifeni. Jednim z mechanismt, kterym by mohla
vznikat rezistence vii¢i herbicidim je rodina enzymti UGT (UDP-glykosyltransferas).
Tyto enzymy jsou dilezité pro metabolismus rostlin a zajistuji glykosylaci riznych
substratil, coz vede naptiklad k aktivaci rostlinnych hormont anebo naopak i k detoxikaci
xenobiotik v¢etné herbicidl. Pro rostlinu jsou tyto enzymy nezbytné pro jeji ochranu pred
nebezpeénymi cizimi latkami a vlivem herbicidi mtze byt jejich aktivita zvysSena, coz je
ale pro zemédélstvi nezadouci, nebot’ rezistentni plevele mohou zna¢né snizit vynos
péstovanych plodin.

V névaznosti na tyto skute¢nosti byl zaloZen experiment, ktery mé objasnit funkci
UGT v toleranci vybranych herbicidi — tribenuron-methylu (TBM), pinoxadenu (PNX)
a sulcotrionu (SLC). Modelovym organismem pouzitym pro tento experiment je
husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) obsahujici 107 genli pro UGT, znichz 44 je
aktivnich proti xenobiotikiim (Brazier-Hicks et al 2018).

Herbicidy ptisobi na rostlinu jako stresovy faktor, coz miize mit za nasledek také
ovlivnéni celé fady procesl a enzymi véetné antioxidacniho aparatu rostliny, kterym se
rostlina brani proti zvySenému vzniku reaktivnich forem kysliku, a proto se tato prace
déle zabyva také ovlivnénim aktivity vybranych antioxida¢nich enzym rostliny vlivem

pusobeni herbicidu TBM.



2 Teoreticka Cast

2.1 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) z Celedi brukvovitych (Brassicaceae) je
prvni rostlinou, u které byl v roce 2000 sekvenovan cely genom. Podle vysledki projektu
skupiny The Arabidopsis Genome Initiative obsahuje rostlina 25 498 gentl, které¢ koduji
11 601 typt proteinti, coz je podobny rozsah jako u jinych mnohobunécnych eukaryot,
jakymi je napt. octomilka obecna (Drosophila melanogaster) ¢i hadatko obecné
(Caenorhabditis elegans) (The Arabidopsis Genome Initiative 2000).

Rostlina ma maly genom o velikosti 125 Mbp (mega base pairs), ktery je
organizovan do 5 chromosomi, a tak se Siroce vyuziva ve vyvojové a molekularni
biologii jako modelovy organismus (web 1). Dalsi vyhodou je kratky vyvojovy cyklus
a nenarocnost rostliny na péstovani. Béhem jednoho roku lze ziskat n€kolik generaci.
Rostlina kvete po 4-5 tydnech od vykliceni, je samosprasna a semena jsou zrald po 8-10
tydnech. Lze ji péstovat na umélych ptdach na velice malém prostoru (Krdmer 2015,
Rivero et al 2014, The Arabidopsis Genome Initiative 2000).

Jedna se o jednoleté nebo ozimé drobné byliny s pfizemni listovou rizici. Listy
ptizemni riiZice dosahuji délky 1-3 cm a jsou obkopinaté, celokrajné nebo oddalené tupé
zubaté. Lodyha obvykle dosahuje 5-30 cm, piipadné lodyZni listky jsou ptisedlé a uzce
eliptické. Ptizemni listy a dolni tfetina lodyhy je pokryta trichomy. Kvétenstvim je hrozen
sloZeny z drobnych Ctytéetnych pravidelnych kvéti, ty jsou tvofeny az 2 mm dlouhymi
zelenoZlutymi kaliSnimi listky a 2-4 mm dlouhymi bilymi korunnimi listky, které jsou
na bazi nazloutlé. Kazdy kvét obsahuje Sest ty¢inek, dvé kratké a Etyfi dlouhé, uprostied
se nachazi pestik vznikly sristem dvou plodolistti. Plodem jsou rovné nebo mirn€ zahnuté
SeSule dosahujici délky 8-18 mm, které Sikmo odstavaji od lodyhy. Zrala SeSule obsahuje
30-60 semen (Stépanek 1992, Meyerowitz 1987).

Husenicek rolni je rozSifen po celé Evropé mimo nejsevernéjSich oblasti, dale
ve Stredni Asii, pii pobiezi Malé Asie, v severni a vychodni Africe, sekundarn¢ se
vyskytuje i v Severni Americe, jizni Africe, Cing, Japonsku nebo Australii. Roste jako
plevelna rostlina na poli, pfi okraji cest, na kamenitych a skalnatych svazich (Stépanek

1992).
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Obrdazek I znazornuje Zivotni cyklus A. thaliana (4) od semene az k dospélé rostline, kterd
je schopna reprodukce — se zndzornenim dnii, kdy se rostlina v dané fazi nachazi. Ddle je

znazornén kvéet (B), pylové zrno (C) a plod (D). Prevzato z: Krdmer 2015.
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2.2 Herbicidy

2.2.1 Uvod

Jako herbicidy jsou oznacované chemické latky, které zpomaluji nebo zcela
zastavuji rust a vyvoj rostlin. Vyuzivaji se predevSim v zeméd¢€lstvi k zajisténi co
nejhojnéjsi trody diky regulaci pleveld (Jursik a kol. 2010a).

Herbicidy mohou pusobit riznymi mechanismy, v naprosté veétSin¢ piipadi
blokuji nektery z dilezitych enzymu pro spravny vyvoj rostliny. Jedna se o enzymy
katalyzujici biosyntézu zakladnich organickych sloucenin — aminokyselin, lipidd,
karotenoidii a dalSich latek. V disledku nedostatku téchto latek pak chybi stavebni
jednotky a jsou zasazeny i dal$i biochemické drahy v buiikach (Jursik a kol. 2010a).

Jelikoz dochéazi k nartistu herbicidni rezistence, je na misté snaha o vyvoj
herbicidi s novym mechanismem Uc¢inku, ktery bude dostatecné spliovat nasledujici
kritéria. Idealni herbicid:

e je vysoce selektivni k rostling, neposkozuje péstované plodiny a neohrozuje dalsi
organismy vcetné ¢loveka,

e ma rychly a efektivni G¢inek jiz pfi pouziti nizkych davek,

e snadno a rychle se rozklada v Zivotnim prostiedi,

e neni piili§ finan¢né€ naro¢ny na produkci (Reade & Cobb 2002).

2.2.2 Prijem a transport herbicidu v rostliné

Pro spravny ucinek herbicidu je dllezité, aby byl ve sprdvném case dopraven
na spravné misto v dostatecném mnozstvi. Jednotlivé druhy herbicidl maji rizné
fyzikéalné-chemické vlastnosti a jejich transport v rostliné je tak ovliviiovan faktory
prostiedi, které se mohou ménit 1 béhem vyvoje rostliny. Nutno vzit v potaz také fakt,
ze jakmile dojde ke vstupu molekul herbicidu do rostlinnych bun¢k, dochéazi k jejich
postupnému odbouravani a ke sniZzeni koncentrace herbicidu (Hamouzové a kol. 2021).

Herbicid se miZe do rostliny dostat dvéma zplsoby. Prvnim zpiisobem je piijem
kofenovym systémem po koncentraénim spadu, takto pfijimané herbicidy se aplikuji
v dobé kli¢eni a vzchazeni plevel. Herbicid je néasledn€é pomérné rychle transportovan
xylémem k vegetujicim pletiviim. Absorpci zde ztézuje Casparyho prouzek tvoieny
pasem ligninu a suberinu, ktery je voskovitou bariérou a ztézuje tak prunik herbicidi
do rostliny. Je jakousi obdobou kutikuly, kterd se nachdzi na listech rostliny (Hamouzova

a kol. 2021, Colquhoun 2011, Naseer et al 2012).
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Druhy zptisob spociva v aplikaci herbicidu post-emergentné, tedy na jiz vzrostlé
rostliny a dochazi tak k pfijmu herbicidu listy. Transport latky z listt do celé rostliny je
pomalejsi, nebot’ musi latka projit pres kutikulu a rostlinné buiiky do floému, odkud se
pak dostane na cilové misto, UCinek se tak projevi pozdéji (2-3 tydny). Pro zlepSeni
absorpce se ptidavaji surfaktanty, které snizuji povrchové napéti kapek a ty tak Iépe
pokryji celou plochu listu, coz umozni lepsi vstfebavani (Hamouzova a kol. 2021,
Colquhoun 2011).

Miize byt vyuzita i kombinace téchto dvou zptlisobti, aby doslo k tc¢inku na jiz
vzrostlé plevelné rostliny, ale i semena kli¢ici v piid€. V tomto pfipad€ musi byt pouzit
herbicid, ktery muze byt pfijiman kofeny i listy nebo lze vyuzit kombinace dvou
herbicidd, a to zejména v ptipadé, pokud plevelné rostliny vzchazi etapovité a je nutné
pusobit na vSechna vyvojova stadia rostliny (Hamouzova a kol. 2021).

Pii absorpci a transportu herbicidu v rostlin€ zalezi na vlastnostech herbicidu,
zejména na jeho rozpustnosti. Optimalni herbicid by mél byt rozpustny jak ve vode¢,
tak i v lipidech. Rozpustnost ve vod¢ je dilezitd pro jeho transport prfes apoplast
a cytoplasmu bunék, a aby pronikl herbicid skrz kutikulu a fosfolipidové membrany, musi

byt rozpustny i v lipidech (Hall 1999).
2.2.3 Mechanismus uc¢inku herbicidu

Jak jiz bylo zminéno, kazda skupina herbicidi inhibuje néktery z klicovych
enzymu pro zajisténi fyziologickych pochodt v rostlinnych bunikach. Skupina s ndzvem
Herbicide Resistance Action Committe (HRAC) vytvofila klasifikacni systém herbicida
praveé dle cilového mista — proteinu, ktery dany herbicid inhibuje pfip. ovliviiuje jinym
zpisobem. Dadle jsou pak jednotlivé skupiny rozdéleny dle chemické struktury (Beffa et
al 2019).

Tato prace se bude zabyvat zejména inhibitory acetolaktat syntasy (ALS),
inhibitory acetyl-CoA-karboxylasy (ACC) a inhibitory p-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenasy (HPPD), nebot’ v experimentu byly pouzity tfi herbicidy, z nichz kazdy
spada do jedné z vySe uvedenych skupin. Existuji ale i dal§$i mechanismy uc¢inku
herbicidi, mezi dalSi nejpouzivanéjsi skupiny mimo vySe zminénych patii naptiklad
inhibitory stavby mikrotubulll (pendimethalin), syntetické auxiny (kyselina
dichlorfenoxyoctova), inhibitory fotosystému II (chlorotoluron, terbuthylazin) a mnohé

dalsi (Beffa ef al/ 2019, Hamouzova a kol. 2021).
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V soucasné dob¢ obsahuje HRAC klasifikace 26 skupin herbicidl véetné posledni

skupiny, kde jsou zatazeny herbicidy s nezndmym mechanismem u¢inku (web 2).

2.2.3.1 Inhibitory acetolaktat syntasy

Herbicidy tohoto typu inhibuji klicovy enzym pro biosyntézu rozvétvenych
aminokyselin (valin, leucin, isoleucin) nachdzejici se v chloroplastech rostlin. ALS je
enzymem katalyzujicim prvni reakci v biosyntetické cesté rozvétvenych aminokyselin.
Pti syntéze valinu a leucinu katalyzuje ALS kondenzaci dvou molekul pyruvatu za vzniku
2-acetolaktatu, pti syntéze isoleucinu katalyzuje kondenzaci jedné molekuly pyruvatu

s 2-ketobutyratem za vzniku 2-acetohydroxybutyratu (Reade & Cobb 2002).

pyruvate 2-ketobutyrate
* pyruvate \ *
3-gcetolactate ALS 2-acetohydroxybutyrate
inhibitors
v
v 2,3-dihydroxy-3-
2,3-dihydroxyisovalerate methylvalerate
v v
2-oxoisovalerate enssmmsannsaaaie 2-oxo0-3-methylvalerate
v v v
valine leucine 2-isoleucine

Obrazek 2 Schéma biosyntézy rozvétvenych aminokyselin. Prevzato z: Reade & Cobb
2002. * zndzornuje misto piisobeni ALS

Pokud tedy dojde vlivem herbicidu k zablokovani ALS, netvofi se zminéné
aminokyseliny a nasledné ani proteiny. Sekundarné pak dochazi k inhibici syntézy DNA
(deoxyribonukleové kyseliny) a zastavé bunécného dé€leni, dale je omezen proud

asimilatd floémem a v kone¢ném vysledku dochézi k zastaveni riistu rostlin (Jursik a kol.

2010b).
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Herbicidy stimto mechanismem ucinku jsou nejpouzivanéjsi

skupinou,

predpoklada se, ze jsou pro savce, ptaky, ryby atp. pomérné bezpecné, nebot’ u zivocichli

se nenachazi ALS. AvsSak cast¢ a zejména opakované pouzivani téchto herbicidi

zpusobilo u mnoha plevelnych populaci rezistenci (Whitcomb 1999).

Inhibitory ALS Ize rozdélit dle struktury na pét skupin — sulfonylmocoviny,

imidazolinony, triazolopyrimidiny, pyrimidinylthio(oxy)benzoaty a sulfonylamino-

karbonyltriazolinony (Zhou et al 2007).

O
RHH\,}&IN\* -~ ||
. “CH(CH3)» Ri- S-NH-C-NH-R»
NH - I
O
imidazolinone sulfonylurea
R
P (},;,J\ COOH

R J\ 1/ FARR
N~ /"J S""S(or ORI

triazolopyrimidine

~

R|S|I\HC N
O

0
1
-

0

sulfonylamino-carbonyltriazolinone

N:r’r

pyrimidinylthio(or oxy)-benzoal

Obrazek 3 Chemicka struktura péti skupin ALS inhibitorii. Prevzato z: Zhou et al 2007.

* oznacuje centrum chirality

2.2.3.1.1 Tribenuron-methyl

Tento herbicid spadd do nejrozsdhlejsi

skupiny

ALS

inhibitort

sulfonylmocovin, které nachazi nejvétsi uplatnéni zejména pii regulaci plevell

v porostech obilnin. PouZivaji se zejména casné€ post-emergentné, ale mohou byt pouzity

1 pre-emergentné (Jursik a kol. 2010b).
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Obrazek 4 Struktura tribenuron-methylu: methyl 2-[[(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-
2-yl)-methylkarbamoyl]sulfamoyl]benzoat (web 3)

2.2.3.2 Inhibitory acetyl-CoA-karboxylasy

Jedna se o kliCovy enzym pii biosyntéze lipidl — esterd glycerolu s vySSimi
mastnymi kyselinami. Syntéza mastnych kyselin probiha opakovanym navazovanim
dvouuhlikatych jednotek pochazejicich z acetyl-CoA, jehoz zdrojem je zejména Calviniv
cyklus v chloroplastech a glykolyza pfi syntéze mastnych kyselin v cytoplazmé. Acetyl-
CoA-karboxylasa je hlavnim enzymem v prvnim kroku syntézy mastnych kyselin —
transkarboxylace acetyl-CoA na malonyl-CoA. Pokud je v rostliné nedostatek mastnych
kyselin, tak nedochdzi k esterifikaci acyli mastnych kyselin glycerolem a nevznikaji
lipidy, které jsou nezbytné pro regulaci enzymatické aktivity, tvorbu bunéénych membran
a kutikuly a jsou diileZitou zasobarnou energie buné€k (Jursik a kol. 2010c).

VétSina herbicidi ze skupiny inhibitori ACC inhibuje tento enzym zejména
v chloroplastech, jediny pinoxaden ma dudlni efekt a inhibuje ACC také v cytoplazmé
rostlinnych bunék. Sekundarné je inhibovano také bunécné déleni a syntéza DNA (Jursik
a kol. 2010c).

Inhibitory ACC Ize rozdélit dle struktury do tfi skupin — aryloxy-
fenoxypropionaty, cyklohexandiony a fenylpyrazoliny. Jednd se zejména o post-
emergentné pouzivané herbicidy, které se aplikuji na listy mladych rostlin (Jursik a kol.

2010c).
2.2.3.2.1 Pinoxaden

Jediny zéstupce nejnovéjsi skupiny fenylpyrazolind, jak jiz bylo zminéno, také
jako jediny pisobi dudlné a inhibuje ACC nejen v chloroplastech, ale také v cytoplazmé

(Jursik a kol. 2010c). Pouziva se zejména pro kontrolu vytrvalych travovitych plevelt

ey e

po pouziti — zejména chlorosa, nasledujici nekrosou rychle rostoucich meristematickych
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pletiv. Obvykle jsou vyzadovany 2-3 tydny pro kontrolu citlivého porostu (Pintar et al
2021).
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Obrazek 5 Struktura pinoxadenu:  [8-(2,6-diethyl-4-methylfenyl)-7-oxo-1,2,4,5-
tetrahydropyrazolo[1,2-d][1,4,5]oxadiazepin-9-yl]-2, 2-dimethylpropanodt (web 4)

2.2.3.3 Inhibitory p-hydroxyfenylpyruvat dioxygenasy

Herbicidy spadajici do této skupiny inhibuji enzym, ktery je dilezity
pro biosyntézu karotenoidll. Karotenoidy jsou esencialni pro Zivot rostlin, nebot’ chrani
chlorofyl pfed destruktivnim tUc¢inkem singletového kysliku, ktery muze v rostlindch
vznikat pfi nadbytku slune¢niho zafeni. Funkce karotenoidii spociva v preméné
nadbytecné svételné energie na teplo. HPPD katalyzuje pfeménu tyrosinu na plastochinon
a také syntézu a-tokoferolu, ktery ma rovnéz jako antioxidant ochrannou funkci.
Plastochinon je dilezitym kofaktorem fytoendesaturasy, ktera zajistuje tvorbu lykopenu,
ale zaroven je také nezbytny pro pfenos protond a elektront na thylakoidni membrané
chloroplastii pfi svételné fazi fotosyntézy. Nasledné dochazi k zastaveni procesu
fotosyntézy, poSkozeni chlorofylu a postupné i celych chloroplasti, coZ se projevi
albifikaci listl, rostlina nasledn¢ umira (Jugulam a Shyam 2019, Jursik a kol. 2010d).

Dle struktury je miizeme rozd¢lit na isoxazoly (isoxaflutol) a triketony (sulcotrion,
mesotrion). Tyto herbicidy je nutné aplikovat ve velmi ranych fazich vyvoje rostliny,
nekdy jeste ptred jejich vzejitim, nebot’ starSi rostliny jiz obsahuji vét§i mnozstvi
karotenoidd, a tak inhibice jejich syntézy nema takovy efekt. Dle typu herbicidu mohou
byt pfijiméany kotfeny anebo listy (Jursik a kol. 2010d).

Mj. existuji 1 dal$i typy herbicidil inhibujici jiné enzymy v biosyntéze karotenoidil

— inhibitory fytoendesaturasy, inhibitory diterpenti.
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2.2.3.3.1 Sulcotrion

Jedna se o aromaticky keton odvozeny od cyklohexan-1,3-dionu. Tento herbicid
je pouzivan prevazné post-emergentné k regulaci Sirokého spektra plevelll zejména

v kukufici, ale pouzit se d& 1 u jinych druhti obilovin (Chaabane et al 2008).
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Obrazek 6 Struktura sulcotrionu: 2-(2-chloro-4-methylsulfonylbenzoyl) cyklohexan-1,3-
dion (web 35)

2.2.4 Herbicidni rezistence

Herbicidni rezistence je jev, kdy dochézi k adaptaéni evoluci plevelné populace
na intenzivni selekéni tlak zptsobeny herbicidy. Opakovanym pusobenim herbicidu
postupné dochazi k vyselektovani nejodolnéjsich jedincii v populaci, tedy téch nejméné
citlivych k danému herbicidu (Hamouzova a kol. 2021).

Existuji dva zékladni mechanismy rezistence, a to rezistence v misté¢ u¢inku

(,,target-site resistence *‘) a rezistence mimo misto ucinku (,,nontarget-site resistence ).

2.2.4.1 , Target-site resistence*

Prvnim mechanismem je rezistence v misté UCinku, kdy dochazi nejcastéji
ke zméné struktury vazebného mista na cilovém enzymu. Staci pouze, aby doslo k mutaci
jediného nukleotidu v genu, ktery koduje dany protein, na ktery se herbicid vaze, a zména
jediné aminokyseliny zpusobi, ze herbicid ztrati schopnost se na dané misto navéazat,
piestoze tato zmeéna neovlivni fyziologické fungovani enzymu v rostling€. V tomto ptipadé
byvé postizena cela skupina herbicidii plisobici na daném misté. Pro vznik herbicidni
rezistence je tedy kliC¢ovd znalost mechanismu ucinku herbicidd. Muze také dojit
ke zvysené expresi cilového mista, a tak nebude obvyklé mnozstvi herbicidu stacit na to,
aby byla vSechna vazebnd mista obsazena. (Beffa et al/ 2019, Gaines et al 2020,

Hamouzova a kol. 2021).
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2.2.4.2 ,,Nontarget-site resistence*

Druhym mechanismem je rezistence mimo misto u¢inku, kdy dochézi ke snizeni
mnozstvi aktivni formy herbicidu, ktery se dostane na misto u¢inku, a to na trovni piijmu,
transportu a metabolizace herbicidu v rostling. Pfi aplikaci herbicidu na listy, kde mtize
dojit ke zménam v povrchovych strukturach ale také v transportnim systému, miize dojit
ke vzniku herbicidni rezistence z divodu snizené¢ho piijmu latky a jeji translokace, coz
v ptipad¢ kofenového piijmu nebyvd moc casté. Rostliny také obsahuji enzymové
systémy, kter¢ katalyzuji metabolickou pfeménu xenobiotik véetné herbicidi obvykle na
polarngjsi slouceniny, jejichz fytotoxicita je mnohem mensi piipadné zadna.
oxida¢nich premén molekuly herbicidu. Déle pak glutathion S-transferasa, ktera
katalyzuje nukleofilni reakci redukovaného glutathionu (GSH) s elektrofilnimi
substituenty na molekule herbicidu, a v neposledni fadé¢ UGT, o nichz bude pojednano
v kapitole 2.3.2.1 (Jugulam a Shyam 2019, Beffa et al 2019, Hamouzova a kol. 2021).

Oba zminéné mechanismy vzniku rezistence se vyviji v dané populaci soucasn¢.
V zavislosti na druhu plevelné rostliny, typu a aplikaci herbicidu pfevlada jeden z nich.
Pokud se aplikuji opakované herbicidy se stejnym mechanismem uc¢inku zvysuje se pocet
jedincti rezistentnich vic¢i danému herbicidu. Jedinci, ktefi jsou rezistentni, se
morfologicky nijak nelii od jedinci citlivych k danému herbicidu, a proto neni mozné je
od sebe odlisit jen na zédklad€ morfologickych znakd. Byly vSak vyvinuty metody, jak
toto rozliSeni provést. Jednou z nejjednodussich a zarovei rychlych a spolehlivych metod
je tzv. RISQ (Resistance In-Season Quick) test, pfi kterém se brzy na jate, ptip. na podzim
odebere rostlina ve velmi brzkém stadiu vyvoje (alespont 100 jedincil) a umisti se
do Petriho misky s agarovym médiem obsahujicim herbicid o znamé koncentraci.
Po dvou tydnech v kontrolovanych podminkach lze dle symptomi snadno rozlisit mezi
citlivymi a rezistentnimi rostlinami a vzhledem k testovani na zacatku sezony, lze poté
1 vybrat spravny herbicid pro pouZiti na dany porost (Hamouzova a kol. 2021, Gaines et

al 2020).
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2.3 Biotransformace xenobiotik a role UGT

Xenobiotika jsou cizorodé latky, které vstupuji do organismu, aniz by zde mély
fyziologické uplatnéni. Jedna se o latky ptirodniho ¢i syntetického piivodu jakymi jsou
napf. polutanty ¢i agrochemikalie (Skalova a kol. 2017).

Jelikoz xenobiotika predstavuji pro organismus potencidlni nebezpeci, vyvinuly
si rostliny detoxika¢ni enzymaticky aparat. Nékteré enzymy jsou podobné tém, co se
nachazi u zivocichi, je ale i nékolik enzymt, které jsou specifické pravé pro rostliny.
Metabolismus xenobiotik obecn¢ zahrnuje jejich biotransformaci a transport z organismu
a mizeme ho rozdélit do tfi fazi. I. a II. fdze zahrnuje biotransformacni enzymy, vétSina
z nich se ucastni také metabolizace endogennich sloucenin. Jako III. faze byva oznaovan
transport xenobiotika z organismu pomoci transportnich proteinti (Bartikova a kol. 2015,

Skalova a kol. 2017).

2.3.1 1. faze biotransformace

I. faze biotransformace zahrnuje oxidacni, redukéni a hydrolytické reakce.
Dochézi k vlozeni nebo odhaleni hydrofilni skupiny ve struktufe xenobiotika, coz
zjednodusi vylouceni latky z organismu (Bartikova a kol. 2015, Skélova a kol. 2017).

Cytochromy P450 (CYP) jsou nejpodstatnéjsi skupinou enzymi 1. faze
biotransformace. Jednd se o rozsédhlou nadrodinu hemoproteind, které se vyskytuji
ve vysokém mnozstvi isoforem spadajici do rtiznych rodin a podrodin dle podobnosti
v aminokyselinové sekvenci. Mnozstvi isoforem v rostlinach je signifikantné vétsi nez
u jinych taxond. Geny kodujici CYP tvofi ptiblizné 1% gent kodujicich proteiny. CYP
spadajici do jedné rodiny (pifipadné podrodiny u vétSich skupin) katalyzuji nasledné
kroky v urcité biosyntetické cest¢ nebo podobné reakce rGznych substrati. CYP
katalyzuji rozs$tépeni O—O vazby v molekule kysliku a vazbu atomu kysliku na inaktivni
substrat. Ptestoze CYP katalyzuji obvykle monooxygenaci substratii (zahrnujici
hydroxylaci, epoxidaci, dealkylaci, dekarboxylaci a izomeraci), tak v ur€itych piipadech
se mohou chovat jako peroxidasy ¢i reduktasy (Bartikova a kol. 2015, Nelson a Werck-
Reichhart 2011).

Dale do této skupiny fadime peroxidasy. Jedna se o hemoproteiny katalyzujici
redoxni reakci mezi peroxidem vodiku a riznymi substraty. V rostlinach se peroxidasy
ucastni celé tady procesii jako je regulace rustu nebo stresovd reakce a jsou také

povaZzovany za biomarkery stresu. Na zdkladé rozdila v primarni struktufe jsou rozdéleny
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do tii tfid, ve vysSich rostlinach se nachédzi pouze peroxidasy ztiidy 1 (askorbat
peroxidasy) a III (sekre¢ni peroxidasy) (Jouili et al 2011).

Alkoholdehydrogenasy (ADH) a aldehyddehydrogenasy (ALDH) katalyzuji
oxidaci endogennich i exogennich alkoholti a aldehydl na pfislusné karboxylové
kyseliny. Zejména ALDH jsou dulezitymi enzymy pii metabolizaci xenobiotik.
Nadrodina ALDH zahrnuje enzymy zapojené v NAD+/NADP+-dependentnich
konverzich velkého mnozstvi xenobiotik. Nékteré ALDH vychytavaji a odstraiuji
reaktivni endogenni aldehydy, které vznikaji napiiklad pii peroxidaci lipidd. ALDH
dle nedavnych studii také predstavuji skupinu genti, kterd se ucastni adaptace vyssich
rostlin na stres (Bartikova a kol. 2015).

M¢éné casté nez oxidacni jsou pak redukéni pfemény xenobiotika za Ucasti
reduktas/dehydrogenas, avSak u ketonti, aldehydi, chinont, nitrosloucenin, N-oxidl
a S-oxidi mohou piedstavovat hlavni metabolickou cestu (Bartikova a kol. 2015).

Hydrolasy jako napi. karboxylesterasy ¢i epoxidhydrolasy, které se ucastni
zejména metabolismu endogennich sloucenin, se mohou podilet i na hydrolyze

xenobiotik — esterti, amidii a epoxidii (Bartikova a kol. 2015).
2.3.2 II. faze biotransformace

Ve II. fazi biotransformace dochazi ke konjugaci sendogenni hydrofilni
molekulou, coz opét vede ke zvySeni hydrofility dan¢ latky a ke snadnéjSimu vylouceni
zrostliny. Ke konjugaci muze dojit diky pfidani hydrofilni skupiny do molekuly
xenobiotika v I. fazi biotransformace (Bartikova a kol. 2015, Skalova a kol. 2017).

Glutathion-S-transferasy (GST) jsou cytosolické multifunkéni proteiny, které
hraji roli v detoxikaci xenobiotik, pii ochran€ pfed oxidativnim poSkozenim
avneposledni fadé¢ se ucastni endogenniho metabolismu. GST zprostiedkovava
konjugaci redukované formy glutathionu (GSH) s hydrofobnim, elektrofilnim a obvykle
cytotoxickym substratem za vzniku netoxického peptidového derivatu. Toho je docileno
bud’ substituc¢ni (1) nebo adi¢ni reakei (2).

(1) R-X + GSH — R-SG + XH

(2) R=R"+ GSH — HR'-R-SG

GST jsou aktivni ve formé dimerq, které se mohou skléddat bud’ ze dvou stejnych
(homodimery) nebo rozdilnych podjednotek (heterodimery), kazdd podjednotka je
kédovana nezavislym genem, coZ piispiva k rozmanitosti GST. V rostlinach se ucastni

pfevazné odstranéni herbicidli, organickych polutantl a pfirodnich toxinll z organismu.
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Nékteré GST se mohou chovat jako glutathion-dependentni peroxidasy ¢i isomerasy.
V poslednich studiich se ukazuje, ze jsou GST zapojeny také do stresem indukovanych
procesu (Frova 2003).

Sulfotransferasy (ST) katalyzuji ptenos sulfatové skupiny z 3'-fosfoadenosin-5'-
fosfosulfatu na hydroxylovou skupinu nachézejici se na substratu, kterym muize byt opét
eobiotikum ¢i xenobiotikum, jednd se zejména o glukosinolaty, brassinosteroidy,
flavonoidy aj. Sulfatace hraje také diilezitou roli pfi adaptaci organismu na stres a pii
rustu a vyvoji rostlin. V A. thaliana se nachazi 21 gent, které koduji ST (Bartikova a kol.
2015).

Methyltransferasy (MT) vyuzivaji S-adenosyl-L-methionin (SAM) jako zdroj
methylové skupiny. MT jsou zodpovédné za modifikaci Sirokého spektra substrati
zahrnujici signalni molekuly, pigmenty, prostetické skupiny, kofaktory, bunééné
membrany a bunééné stény. Methyl je navazadn zejména na atomy O, N, C nebo S.
Methylace ovliviiuje bioaktivitu a reaktivitu dané¢ molekuly, ptestoze jsou MT nedilnou
souc¢asti mnoha endogennich metabolickych cest, maji velky vyznam i pro detoxikaci
xenobiotik v rostlinach (Bartikova a kol. 2015).

V neposledni tfad¢ spadaji mezi enzymy II. faze biotransformace UDP-
glykosyltransferasy (UGT). Jelikoz ovlivnéni exprese UGT-genti vlivem stresu
zptisobeného herbicidy je jednim z hlavnich cilii této prace, budu se jimi zabyvat ponékud

podrobnéji.
2.3.2.1 UDP-glykosyltransferasy

UGT jsou enzymy, které katalyzuji ptenos sacharidovych skupin na aglykony,
jimiZ mohou byt rostlinné hormony, sekundarni metabolity rostlin, ale i xenobiotika
véetné herbicidi. Pfi biosyntéze pfirodnich rostlinnych produkti je glykosylace klicovym
zpisobem pro zlepSeni jejich rozpustnosti, stability, transportu a schopnosti ulozeni
v rostlinnych bunkach. Pfenos jednoduchych sacharidl na lipofilni molekulu zméni jeji
chemické vlastnosti, ovlivni jeji bioaktivitu a umoZzni prostup membranovymi
transportnimi systémy, coz je diilezité také pro odstranéni nezddoucich latek z rostlinného

organismu (Bowles et al 2006, Li et al 2001).

2.3.2.1.1 Rozdéleni

Nadrodina UGT nachazejici se v A. thaliana je velice Sirokéd a rozmanitd. Bylo

zjisténo, ze geny pro UGT jsou rozptyleny po celém genomu, ale vykazuji shlukovani

21



do skupin po dvou az sedmi genech. Geny v ramci jedné skupiny vykazuji vysokou
podobnost sekvence aminokyselin. Dle podobnosti sekvence aminokyselin jsou
rozdéleny do 14 skupin, ve kterych se dohromady nachazi 107 UGT. Systém
nomenklatury vychazi pravé z podobnosti aminokyselinové sekvence. Na prvnim misté
je oznaceni nadrodiny UGT, za touto zkratkou se nachézi rodina vyjadiena arabskou
Cislici, poté velkym pismenem podrodina a posledni arabska ¢islice oznacuje individudlni

gen pro dany enzym (Ross et al 2001).

2.3.2.1.2 Struktura UGT

UGT se skladaji ze 435-507 aminokyselin. Kazdy enzym obsahuje N- a C-konec,
N-konec je ¢ast peptidu obsahujici aminoskupinu —NH», tato ¢ast enzymu je vice
variabilni, nebot’ zde dochézi k rozpoznani a navazani riznych aglykont. C-konec je ¢ast
peptidu konéici karboxylovou skupinou —COOH a v tomto ptipadé i méné proméenliva
¢ast enzymu, ktera vaze UDP-glukosu. Na tomto konci se nachdzi tzv. konsensudlni
sekvence zahrnujici 42 aminokyselin, ktera definuje UGT. Uroveii podobnosti v této
sekvenci aminokyselin mezi jednotlivymi UGT se pohybuje mezi 30-95% (Mackenzie et
al 1997, Ross et al 2001).

V in vitro studiich bylo zjisténo, Ze jedna UGT miize rozpoznat a glykosylovat
vice substrati rizného plivodu a zaroven vice UGT mlZe rozpoznat a glykosylovat stejny

substrat (Bowles et al 2006).

2.3.2.1.3 Mechanismus u¢inku enzymu

Jak jiz bylo zminéno, UGT slouzi k pfenosu cukri aktivovanych UDP
(uridindifosfat) na mensi molekuly aglykont. V rostlinach je aktivovanym cukrem
nejcastéji UDP-glukosa, ale najdeme zde 1 dalsi cukry jako je napf. UDP-xylosa, UDP-
rhamnosa ¢i UDP-galaktosa. Konjugaci cukru a aglykonu vzniké Siroké rozmezi produktti
zahrnujici estery glukdzy, fenolické glykosidy, kyanogenni glykosidy a glukosinolaty.
Nékteré aglykony, které maji vice mist pro glykosylaci (napft. flavonoly), mohou navazat

vice nez jednu cukernou jednotku (Bowles et al 2006, Ross et al 2001).

2.3.3 III. faze biotransformace

Vétsina xenobiotik, metabolitl a konjugati nemohou prostoupit lipidovou
membranou pasivnim transportem, proto existuji specifické transportni proteiny.

Transportéry maji obvykle Sirokou substratovou specifitu a mohou tak prenést na druhou
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stranu membrany strukturdlné¢ odlisné slouceniny. Mimo xenobiotik, slouzi také
k prenosu endogennich latek jako jsou napf. auxiny nebo flavonoidy. Mezi dvé
nejrozsahlejsi skupiny transportnich proteinti fadime tzv. ABC-transportéry (ATP-
binding cassette) a MATE-transportéry (multi-drug and toxins extrusion). 4. thaliana
obsahuje vice nez sto ABC-transportérl, které se ucastni metabolismu xenobiotik,
biosyntézy chlorofylu a ristu a vyvoje rostliny. MATE-transportéry jsou zapojeny
do odstranéni kovl z organismu a metabolismu fenolickych latek. Transportni proteiny
také hraji diillezitou roli v herbicidni rezistenci (Conte a Lloyd, 2011, Bartikova a kol.

2015).
2.4 Antioxidacni ochrana rostlin pred stresovymi faktory

2.4.1 Uvod

V prubéhu zivota rostliny na ni ptsobi celé spektrum abiotickych stresovych
faktoril, které mohou ovlivnit jeji zivotni funkce, poskodit jednotlivé €asti rostlin a vést
az k uhynu rostliny. Takovymi stresovymi faktory miize byt naptiklad chlad, teplo,
nedostatek zivin, ale také ptsobeni chemickych latek véetné herbicidi. Odpovédi rostliny
na pisobeni stresovych faktorti je tvorba velkého mnozstvi reaktivnich forem kysliku
(ROS, reactive oxygen species), dojde k naruSeni rovnovahy a zacne pievladat tvorba
ROS nad jejich odbouravanim. Piestoze ROS vznikaji 1 pfi obecném metabolismu rostlin
(fotosyntéza, respirace) a funguji v rostlinach jako signalni molekuly pro expresi gent,
tak pfi nadmérné tvorbé dochézi k jejich akumulaci a k poSkozeni rostlinnych bunék.
Odbouravani ROS v bunkach zajiStuji antioxidacni neenzymové a enzymové obranné
systémy. Mezi neenzymové obranné mechanismy patii antioxidanty, a to zejména
askorbat, a-tokoferol, karotenoidy a redukovany glutathion. Univerzalnéj$i ochranu pak
poskytuji specializované enzymoveé systémy, konkrétné katalasa, peroxidasy
(askorbatperoxidasa, glutathionperoxidasa aj.) a superoxiddismutasa (Piterkova a kol.

2005, Racek a Holecek 1999).

2.4.2 Reaktivni formy kysliku a jejich vznik v bunce

Jedna se o volné radikaly, samostatné existujici atomy ¢i molekuly, které mayji
ve svém obalu neparovy elektron, ktery je pfiCinou jejich vysoké reaktivity. Takové
molekuly se snazi chybéjici elektron doplnit a zajistit si tak stabilni konfiguraci. Mohou

reagovat nejen sjinymi volnymi radikdly, ale také se stabilnimi molekulami,
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¢imz dochazi ke vzniku dal$iho radikalu a nasledné k fetézové reakci. Timto zptisobem
muze dojit k jejich navdzani na lipidy v bunééné membrané, na proteiny véetné enzymui
a nukleové kyseliny, coz ma za nésledek poskozeni bunky az celych tkani a organii

(Racek a Holecek 1999).

Tabulka 1 Prehled reaktivnich forem kysliku v rostlinach (Piterkova a kol. 2005).

Singletovy | Superoxidovy | Hydroxylovy | Hydroxylovy | Perhydroxylovy | Peroxid

kyslik anion-radikal radikal ion radikal vodiku

10, Oy~ OH: OH- OH: H>O»

Mistem vzniku ROS vrostlinné bufice jsou chloroplasty, mitochondrie,
peroxisomy a dale také endoplazmatické retikulum a plazmatickd membrana. Zdrojem
reaktivnich forem kysliku mohou byt v rostlinné buiice neenzymové a enzymové reakce
(Piterkova a kol. 2005).

Molekularni kyslik (*0>) je stabilni molekula a aby doslo k jeho aktivaci a vzniku
reaktivni formy, tedy singletového kysliku (102), musi byt dod4na dostateéna energie,
aby doslo k obraceni paralelniho spinu neparového elektronu. Neefektivnim pfenosem
energie, kdy rostlina absorbuje vice svétla, nez dokdze vyuzit pro fotosyntézu, dojde
ke vzniku tripletového chlorofylu, ktery reaguje s tripletovym kyslikem a vznikéd tak
vysoce reaktivni singletovy kyslik, ktery miize snadno reagovat s biomolekulami
(Tripathy & Oelmiiller 2012).

Reaktivni formy kysliku ale mohou vznikat také pti reakcich katalyzovanymi
enzymy. Nejzndméj$i z téchto enzymi je xanthinoxidasa nachézejici se v peroxisomech,
pravé pii katalytické oxidaci xanthinu na kyselinu mocovou dochazi ke vzniku
superoxidového radikalu (O;7), ktery se nasledné redukuje na peroxid vodiku (H20»)
a hydroxylovy radikdl (OH<) cestou Haberovy-Weissovy a Fentonovy reakce.
Xanthinoxidasova reakce se také vyuziva pfi in vitro studiich pravé pro produkci
kyslikovych radikalt (Piterkova a kol. 2005). DalSim zdrojem ROS v rostlindch je
NADPH-oxidasa  (nikotinamidadenindinukleotidfosfat-oxidasa)  nachézejici  se
v plazmatické membrané rostlinnych buncék. Tento enzym katalyzuje redukci
molekularniho kysliku (*02) za vzniku superoxidového radikalu (!07), ktery nasledné

dismutuje na peroxid vodiku (H20») (Piterkové a kol. 2005, Racek a Holecek 1999).

2 O,+NADPH — 2 O+ NADP"+ H"
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Dalsimi enzymy, které se podileji na tvorbé volnych radikalti v rostlinném
organismu jsou glykolatoxidasa, lipoxygenasa, oxalatoxidasa a mnoho dal$ich (Piterkova

a kol. 2005).

2.4.3 Antioxidaéni ochrana

Jelikoz reaktivni formy kysliku vznikaji v ur¢itém mnozstvi i pii normalnim
metabolismu rostliny, musi mit vyvinuté obranné systémy, kterymi dokdzou tyto
reaktivni formy odbourat a nedojde tak k oxida¢nimu poskozeni organismu. Prvni
skupinou jsou neenzymové antioxidanty, druhou skupinou pak antioxidacni enzymy
(Piterkovd a kol. 2005). Tyto mechanismy jsou v pfipadé¢ béznych podminek
exprimovany konstitutivné, aby se vyrovnaly s mnozstvim ROS, které vznika
pfi obecném metabolismu rostliny. Nicméné ptisobenim biotického a abiotického stresu
na organismus muze dojit k indukci téchto mechanismii, aby bylo zaji§téno co nejnizsi
mnozstvi ROS a nedochézelo tak k oxida¢nimu poskozeni organismu (Garcia-Limones

et al 2002).

2.4.3.1 Neenzymové antioxidanty

Jednim z neenzymovych antioxidantli je kyselina askorbové neboli vitamin C,
ktery je zaroven kofaktorem mnoha enzymi. Vyskytuje se ve vétsiné rostlinnych bunék
a Ucastni se fady biologickych reakci vcetné fotosyntézy a podili se na riistu a vyvoji
bunécné stény (Waskiewicz et al 2014). Ve své redukované formé ma schopnost
redukovat velké mnozstvi volnych radikali (superoxidovy a hydroxylovy radikal,
singletovy kyslik, peroxid vodiku) a snizit tak riziko poSkozeni zpisobené oxidativnim
stresem (Piterkova a kol. 2005). Neméné duleZitymi neenzymovymi antioxidanty jsou
tokoferoly, které jsou produkovany pouze fotosyntetizujicimi organismy. V listech rostlin
se nachazi zejména o-tokoferol, semena jsou naopak bohatd na y-tokoferol. B- a o-
tokoferoly nejsou ve vétSin€ rostlinnych druhii ptili§ zastoupeny. Jejich antioxidacni
funkce spocCiva v inhibici peroxidace lipidovych membran a odstranéni singletového
kysliku (Waskiewicz et al 2014). DalSim zastupcem neenzymovych antioxidantli je
redukovany glutathion, ktery odstranuje lipoxylové radikaly a chrani pied peroxidaci
lipidii, ma schopnost odstranovat peroxid vodiku, ale 1 dal§i ROS. Zaroven ma schopnost
regenerovat askorbat cestou askorbat-glutathionového cyklu. Posledni skupinou jsou
karotenoidy, zejména -karoten, ktery U¢inn€ a rychle odstrani singletovy kyslik

z chloroplastli. Za uvolnéni tepla se pak excitovany karotenoid snadno vrati zpét
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do zékladniho stavu. B-karoten se také podili na inhibici peroxidace lipidovych membran

(Piterkova a kol. 2005).
2.4.3.2 Vybrané antioxidacni enzymy

NejvSestrannéj$i ochranu pfed oxidaénim poskozenim poskytuji specialni
antioxida¢ni enzymy zabranujici iniciaci fetézovych oxida¢nich reakci odstranénim ROS

(Piterkova a kol. 2005).

2.4.3.2.1 Katalasa

Katalasa (CAT, EC 1.11.1.6) je redoxni enzym vyskytujici se ve vSech aerobnich
prokaryotnich i eukaryotnich organismech. Nachazi se zejména v peroxisomech, ale jeji
aktivita byla pozorovéna i1 v chloroplastech, cytosolu a mitochondriich. Strukturné jde
o hemoprotein s tetramerni strukturou, ktera se sklada ze ¢ty monomernich podjednotek
o velikosti 220-350 kDa a pravé hemova prostetické skupina je klicova pro enzymatickou
aktivitu katalasy (Sharma & Ahmad 2014). Vyskytuje se ve tfech isoformach: CAT1 —
monofunkéni katalasy, CAT2 — katalasové peroxidasy a CAT3 nehemové katalasy.
Vétsina rostlinnych druhti obsahuje zejména CATI, kterd odstranuje peroxid vodiku
vznikly zejména v listech pfi fotorespiraci. CAT2 plsobi v cévnich svazcich a CAT3 se
nachazi v semenech a mladych semenaccich (Piterkova a kol. 2015, Sharma & Ahmad
2014). Jeji katalasova aktivita spociva v rozkladu dvou molekul peroxidu vodiku
na molekularni kyslik a dvé molekuly vody ve dvoukrokové reakci popsané nize dle

Nandi et al (2019).

Enzym[Fe''"] + H202 — Enzym[Fe'V-O] + H,O
Enzym[Fe!V-O] + H202 — Enzym[Fe''] + H,O + O

Pokud je ale koncentrace H,O, niz&i nez 10° mol/l, tak dochéazi k uplatnéni
peroxidasové aktivity katalasy a k oxidaci substratii jakymi je napt. methanol, ethanol,

fenoly, formaldehyd aj. (Sharma & Ahmad 2014).

2.4.3.2.2 Superoxiddismutasa

Superooxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) je metaloenzym nachdzejici se
v aerobnich a fakultativné aerobnich organismech. Existuji 3 isoformy SOD, kter¢ jsou
klasifikovany dle obsazeného kovového kofaktoru — Fe, Mn a Cu-Zn (Piterkova a kol.
2005). Fe-SOD se nachazi v chloroplastech, Mn-SOD v mitochondriich a peroxisomech

a Cu-Zn-SOD v chloroplastech, cytosolu a pravdépodobné i v extracelularnim prostoru.
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Je stézejni, aby SOD byly ptfitomné ve vSech kompartmentech, kde dochéazi ke vzniku
superoxidového radikdlu (O»7), nebot’ nedochédzi k jeho ptestupu pies fosfolipidové
membrany a nemohl by byt jinak z danych kompartmentti odstranén (Alscher et al 2002).
SOD katalyzuje disproporcionaci superoxidového radikalu na méné¢ agresivni peroxid

vodiku a molekularni kyslik nasledovné:
202+ 2H" — H20:2+ O3

Pfeména superoxidového radikalu je tak urychlena oproti samovolné dismutaci.
(Bowler et al 1994, Racek a Holecek 1999). Vznikly peroxid vodiku je dale odstranén
katalasou nebo v chloroplastech v askorbat-glutathionovém cyklu, ktery zbavuje bunku

peroxidu vodiku zejména v mistech, kde neni pfitomna katalasa (Piterkova a kol. 2005).

2.4.3.2.3 Askorbatperoxidasa

Askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11) je hemoprotein spadajici do skupiny
peroxidas, jak je jiz znazvu enzymu patrné. Jejim cilem je chranit rostlinné bunky
pted poSkozenim peroxidem vodiku a radikdly, které by z n€j mohly nésledné vzniknout
(Asada 1992). Existuje n€kolik isoforem APX, které jsou rozdéleny dle jejich lokalizace
v bunice. Rozpustné isoformy se nachazi v cytosolu, mitochondriich a ve stromatu
chloroplastii, zatimco isoformy vézané na membrany se nachazi v peroxisomech,
glyoxysomech a na thylakoidech chloroplasti (Caverzan et a/ 2012). APX je prvnim
enzymem askorbat-glutathionového cyklu, katalyzuje reakci askorbatu s peroxidem
vodiku (H202) za vzniku monodehydroaskorbatu, pfip. dehydroaskorbatu a vody.
Monodehydroaskorbatreduktasa (EC  1.6.5.4) nebo dehydroaskorbatreduktasa
(EC 1.8.5.1) pak katalyzuje pfeménu zpét na askorbat v pfitomnosti redukovaného
glutathionu za vzniku jeho oxidované formy. Druhy enzym tohoto cyklu —
glutathionreduktasa (EC 1.6.4.2) nasledn¢ obnovi redukovany glutathion za ucasti

NADPH (Piterkova a kol. 2005).
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3 Cile prace

Cilem této prace bylo stanovit expresi vybranych genti pro UGT u A. thaliana
po ovlivnéni vybranymi herbicidy a porovnat namétené hodnoty s rostlinami, které

ovlivnény nebyly.
K dosazeni daného cile bylo nutno provést tyto kroky:

- Ptiprava hydroponickych kultur 4. thaliana.

- Zpracovani rostlinnych vzorkt pro izolaci RNA.

- Izolace RNA ze vzorkll listi vypéstovanych rostlin ovlivnénych herbicidy
a kontrolnich rostlin.

- Osetfeni ziskané RNA pomoci DNAsy a ptfevedeni RNA do ¢cDNA reverzni
transkripci.

- Analyza genové exprese vybranych genti pro UGT pomoci qPCR.

- Zpracovani dat, porovnani vzorkl a vyhodnoceni.

Dal$im cilem bylo zjistit, zda byla pod vlivem herbicidi zménéna aktivita

vybranych antioxidacnich enzymt A. thaliana.
K dosaZeni tohoto cile bylo nutno provést nasledujici kroky:

- Ptiprava buné¢nych suspenzi A. thaliana.

- Test viability bunéénych suspenzi.

- Zpracovani vzorkl pro stanoveni aktivity antioxidacnich enzymf.

- Stanoveni aktivity vybranych antioxidacnich enzymil pomoci spektrofotometrie.

- Zpracovani dat, porovnani vzorkl a vyhodnoceni.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Priprava biologického materialu

Pro tento experiment byly pouzity rostliny A. thaliana ekotyp Columbia-0. Byly

piipraveny bunécné suspenze a hydroponické kultury.
4.1.1 Priprava bunécnych suspenzi A. thaliana

Pro experiment byla nezbytnd piiprava bunéénych suspenznich kultur A. thaliana.
Suspenzni kultury se ziskavaji z kalusovych kultur, kdy se bunky rozptyli ve vhodném
médiu, které obsahuje potiebné Ziviny a stopové prvky duilezité pro pieziti a namnozeni
bunck, a dale je doplnéno o rostlinné rustové hormony — syntetické auxiny. Tento proces
probihd ve tmé a za neustdlého michani, aby buniky mély neustale pfistup k Zivinam,

nebot’ v disledku absence chlorofylu nemohou provadét fotosyntézu.

Tabulka 2 Slozeni média pro suspenzni kultury A. thaliana.

Zasobni roztok Komponenty [g/l z&s. roztoku] | [ml/l média]
V4-A KCl 7,5 100
NaNO3 6
MgSO4*7H20 2,5
NaH,PO4 1,25
V4-B CaCl*2H,O 3,75 10
CaCl>*6H>0O 5,59
CaCl, 2,85
V4-C ZnSO4*TH20 0,10 1
MnSO4*4H,0 0,01
CuSO4*5H,0 0,03
H3BO; 0,10
KI 0,01
AlICl3*6H,0 0,03
NiCL*6H>0 0,03
F-MS Na;EDTA 3,724 10
FeSO4*7H,0 2,784
Vitamins-V4 thiamin hydrochlorid 0,001 10
pyridoxin hydrochlorid | 0,001
kyselina nikotinova 0,005
glycin 0,030
NAA kyselina 1-naftyloctova | 0,001 10
2,4-D 2,4-D 0,001 10
[g/l média]
Inositol 0,1
Kasein hydrolyzat 1
Sacharosa 30
pH 5,75-5,8
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Po dostate¢ném namnozeni bun¢k bylo vytvotfeno 40 suspenznich kultur, aby byl
zajistén adekvatni pocet vzorkl a to tak, ze z jedné suspenze o objemu 100 ml bylo
vytvoieno 5 bunécénych suspenznich kultur tj. 20 ml z piivodni suspenze bylo doplnéno
médiem do 100 ml. Bylo nezbytné pracovat v laminarnim boxu v rukavicich, aby nedoslo

ke kontaminaci vzorku.

4.1.2 Priprava hydroponickych kultur A4. thaliana

Rostlinky A. thaliana byly péstovany v hydroponickych systémech Araponics,
do nichz byl nalit 25% Hoaglandav Zivny roztok. Do insertli byl napipetovan 0,7% agar,
do n¢hoz byla sazena seminka. Bylo nutné, aby byl agar hlavné zpocatku ponofen
v médiu. Do kazdého insertu se pak vysévalo pomoci pipety cca 5 seminek a po dvou
tydnech se rostliny protrhévaly tak, aby zlstala v kazdém insertu jen jedna. Médium bylo
potteba vymeénit po dvou tydnech a pak kazdy tyden. Rostliny byly péstovany pii kratkém
dni, aby hned nekvetly, tj. 8 hodin svétlo a 16 hodin tma, pii 21 °C a 75% vlhkosti.

Vzduchovani bylo nastaveno na 15 min kazdé 3 hodiny.

Tabulka 3 Slozeni 25% Hoaglandova Zivného roztoku.

Zasobni | Komponenty Obsah latky v zasobnim | 25% H. roztok
roztok roztoku [g/1] [ml/l média]
A IM NH4H>PO4 115,0 0,125
B IM KNOs3 101,1 0,75
C IM Ca(NO3)>*4H,0 236,1 0,5
D IM MgSO4*7H,0 246,5 0,25
F citrat zelezity 6,0 0,25
[mg/1]

E KI 7,50 2,5

H3BOs 30,00

MnSO4*4H>0O 132,00

ZnSO4*7TH>0 20,00

NaxMo0O4*2H,0 2,50

CuSO4*5H,0 0,25

CoCl2*6H20 0,25

Na;EDTA 373,00

FeSO4*7H20 278,00
E vit nositol 1000 2,5

nikotinova kyselina 10

pyridoxin hydrochlorid 10

thiamin hydrochlorid 100
pH 6,2-6,3
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4.2 Stanoveni exprese vybranych geni pro UGT

4.2.1 Chemicka reagencia

- Diethylpyrokarbonat (DEPC) — Sigma-Aldrich

- Dithiotreitol (DTT) — New England BioLabs

- Ethanol (99,9%) — Sigma-Aldrich

- Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Sigma-Aldrich

- Chloroform — Sigma-Aldrich

- Isopropanol — Sigma-Aldrich

- PNX - Sigma-Aldrich

- Reverzni transkriptasa (RT) — ProtoScript II — New England BioLabs
- SLC - Sigma-Aldrich

- TRIzol (TriReagent) — Molecular Research Center

- TBM - Sigma-Aldrich

- Xceed qPCR SG Mix (2x) — Institute of Applied Biotechnologies

4.2.2 Pristrojové vybaveni

- Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf

- Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo scientific

- Kuli€kovy homogenizator — BeadBlaster 24, Benchmark Scientific
- Pfistroj pro Real-Time PCR — QuantStudio6, Applied Biosystems
- PCR cyklér — MJ mini, Bio-Rad

- Spektrofotometr — Tecan SPARK

- Termomixér — Thermomixer comfort, Eppendorf

- Vortex — Vortex V-1 plus, BioSan

4.2.3 Zpracovani rostlinnych vzorki

Ctyfi tydny staré rostliny byly stresovany tiemi vybranymi herbicidy — TBM, SLC
a PNX o koncentraci 20uM. Rostliny byly sklizeny po 24 h a 48 h, pted sklizenim se
oplachly vodou a osusily. Odvazilo se 100mg listi do mikrozkumavek a zalilo se 1 ml
TRIzolu. TRIzol je smés fenolu a guanidin isothiokyanatu, ktera umoziuje izolaci RNA
z malého mnozstvi vzorku. Takto pfipravené vzorky byly pfevezeny v termoizola¢nim
boxu z Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Praze na farmaceutickou fakultu

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, kde se pokracovalo v experimentu. Kofinky
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a zbylé ¢asti rostlin byly rychle zamrazeny v tekutém dusiku a byly ulozeny do -80 °C

pro piipadné pozdéjsi pouziti.
4.2.4 Izolace RNA a zméreni koncentrace

Pti samotné izolaci RNA bylo nutno vSe provadét rychle a v rukavicich, nebot’
vSudypiitomné RNAsy by mohly RNA snadno rozlozit. Vzorky v TRIzolu byly
zhomogenizovany pomoci kuli¢kového homogenizatoru, kulicky byly pfidany pomoci
davkovace do mikrozkumavek a homogenizovalo se dvakrat po 40 s rychlosti 6 m/s. Poté
se vzorky nechaly 5 minut stat pii laboratorni teplot¢ a nasledné se ptidalo 200 pl
chloroformu a prottepalo se. Opét se vzorky nechaly 2-3 minuty odstat a nasledné byly
stoceny ve vychlazené centrifuze (15 min, 12000 g, 4 °C). Centrifugace rozdélila smés
na vodni a organickou fazi, pficemz RNA se nachédzela v horni vodné fazi. Tu bylo nutné
opatrné piepipetovat do nové zkumavky (400 pl). Pti tomto kroku bylo nutné davat pozor,
aby se Spicka pipety nedotykala mezifdze, aby nedosSlo ke kontaminaci vodné faze
genomovou DNA a proteiny z organické faze, bylo tedy na misté pipetovat 2x200 pl.
K pfepipetované vodni fazi se nasledné ptidalo 500 ul isopropanolu, ktery selektivné
vysrazel RNA, vSe se promichalo a nechalo alesponi 10 minut stat pti laboratorni teploté.
Vzorky byly stoceny ve vychlazené centrifuze (10 min, 12000 g, 4 °C), poté se ihned
odsal supernatant pomoci sklenéné pipety, vznikla peleta RNA se omyla 1 ml 75 %
ethanolu (nafedény z absolutniho ethanolu (99,9 %) vodou), promichalo se a opét se
stocilo po dobu 5 minut (7500 g, 4 °C). Op¢t se odstranil supernatant, tentokrat s mnohem
vétsi opatrnosti, nebot’ peleta hiife drzela na dné€ a snadno by mohlo dojit k jejimu odsati.
Poté se nechala peleta ususit na vzduchu v pribéhu n€kolika minut, jakmile zacala peleta
zprihlediiovat, tak bylo nutné ji rozpustit v20 ul DEPC vody (voda oSetfend
diethylpyrokarbonatem).

U takto pfipravenych vzorkli byla zméfena koncentrace RNA pomoci
spektrofotometru. Na desticku NanoQuant Plate byly pipetovany vzorky o objemu 2 ul
a vlozeny do pfistroje, ktery na zéklad¢ absorbance zméfil koncentraci RNA v ng/ul

a data byla exportovana do MS Excel.

4.2.5 Osetireni vzorka DNAsou

DalSim krokem bylo oSetfeni vzorkiit RNA DNAsou, aby se odstranila ptfipadna

kontaminace vzorki genomovou DNA.
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Dle zjisténé koncentrace se vypocitalo, kolik pl vzorku obsahovalo 10 pg RNA
a kolik se tedy muselo ptidat vody, aby celkovy objem byl 26 ul. DNAsa se natedila
pufrem v poméru 1:3 a do mikrozkumavek se piipravila reakéni smés o celkovém objemu
30 ul, kterd byla sloZzena z 26 pl nafedéného vzorku obsahujici 10 ug RNA a 4 ul
nafedéné DNAsy. Takto pfipravena smés se promichala a nechala inkubovat
v termomixeru 25 minut pii 37 °C s tfepanim 500 rpm. Poté se piipipetovalo 1,5 ul 0,1M
EDTA a inkubovalo se v termomixeru dalSich 10 minut pii 75 °C, aby doslo k inaktivaci
DNAsy. Poté byly vzorky vyndany z termomixeru do ledu a ke kazdému vzorku se
pridalo 18,5 ul DEPC vody. Koncentrace takto oSettené RNA byla 0,2 pg/ul a byla

uchovavana pti -70 °C. Timto byly vzorky pfipraveny na reverzni transkripci.

4.2.6 Reverzni transkripce

Aby se mohlo provést kvantitativni PCR v redlném Case, musela se nejprve z RNA
ziskat jednotetézcova cDNA. Tento proces se nazyva reverzni transkripce, kdy za pomoci
reverzni transkriptasy (RT) s vyuzitim nahodnych hexamerd dojde k syntéze DNA
komplementarni k RNA ve vzorcich.

Byly pfipraveny dvé paralelni sady vzorkd, jedna na reverzni transkripci a druha
jako kontrola bez pfidané RT. Do kazdé mikrozkumavky se napipetoval 1 ul hexamert
a5 pl RNA o koncentraci 0,2 pg/ul. Takto pfipravend smés se zamichala na vortexu
a vzorky se vlozily do PCR cykléru a po dobu 5 minut byly zahtivany pii 65 °C, poté se
vyndaly a uloZily do mraziciho stojanku a do jedné sady se ptidalo 14 ul MasterMixu
obsahujici reverzni transkriptasu (RT+) a do druhé sady 14 pl MasterMixu bez reverzni

transkriptasy (RT-), v druhém ptipadé¢ je RT nahrazena vodou.

Tabulka 4 Slozeni MasterMixu RT+ a RT-.

RT+ [ul] |[RT-[pl]
Reakéni pufr 5x |4 4
DTT 2 2
dNTPs 5SmM 4 4
RT 0,5 -
H>O 3,5 4

Pozn. mnozstvi je uvedeno pro 1 vzorek, nutno vynasobit poctem vzorkii + 1-2 navic kviili
pipetovaci chybe.
dNTPs — deoxyribonukleotidtrifosfaty

Smés se zamichala na vortexu a opét vlozila do PCR cykléru, nejprve dochdzelo

k zahtivani pti 25 °C po dobu 10 minut a poté pii 42 °C 50 minut, v tomto kroku dochazi
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k syntéze cDNA. Nakonec byla teplota na 5 minut zvySena na 80 °C, aby doslo
k denaturaci RT. Po ukonceni reverzni transkripce byly vzorky zifedény 80 pl
redestilované vody. 5 ul takto pfipraveného vzorku odpovida 50 ng RNA. Takto
pripravena cDNA byla uchovavana pfti -20 °C.

4.2.7 Real-Time PCR = kvantitativni PCR v realném c¢ase

Kvantitativni polymerasova fetézova reakce se pouziva k uréeni exprese urcité¢ho
genu. Pouziva se specialni PCR cyklér, ktery umozni v prubéhu reakce kontinudlné
zaznamenavat mnozstvi DNA, a to diky pfitomnosti fluorescencniho substratu SYBR
Green I, ktery se na pfitomnou DNA navadze. Reakce byla provedena v 96-jamkové
desti¢ce vzdy pro cilovy a referencni gen. Byly pfipraveny MasterMixy, jejichz slozeni

je uvedeno v tabulce 5.

Tabulka 5 Slozeni MasterMixu pro gPCR.

Do jedné jamky [ul]

voda 4,20
2x SG mix 10,00
F-primer (5 uM) 0,4
R-primer (5 uM) 0,4

Smichat MasterMix a pipetovat 15 ul do jamky
cDNA (fedénd 1:4) 5,00
Celkem 20,00

Pozn. Pro NTC (negativni kontrolu) bylo misto cDNA pipetovano 5 ul vody. Smés SYBR

Green I 2x koncentrovand obsahovala DNA polymerasu, dNTPs, pufi a interkalacni barvivo

SYBR Green 1.

Tabulka 6 Pouzité primery.

Gen F-primer R-primer

UGT84A2 | CGTTCTTGTGGGTGATTAGACA | CCCTTTAACTTCTTCCGGCA
UGT72B1 | GAGCTTGCTCTTGGTCTITGC TGTCAATGGATCTGTTTGGCT
UGTI91C1 | TGGTGGAAGGGTTAGGGT ACGGTCCCATGAAACAGAGA
UGT74E2 | GTTCTGCAAACGCTTAGCCT GAGACGAGGACCAGAGTGAG
UGT73C6 | GCCCATCAACCTAGTGCAAG CTTGTCCTTCTTGCAGACCAG
claN ACAACTGGTCGCGCTAAATAC | CATTTGGATCGGTGGCCTTG

Poté co byla qPCR smés a cDNA napipetovana do jamek, byla desticka prelepena

uzaviraci folii a byla vloZzena do PCR cykléru. V systému se oznacily jednotlivé geny,
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vzorky a jejich rozlozeni do jamek. Poté byl spustén ptisluSny program a po jeho ukoncéeni

byla ziskana data v podob¢ tabulky exportovana do MS Excel.

Tabulka 7 Znazornéni rozmisteni vzorkit do jamek pro jeden cilovy gen (v duplikatech).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Slel | Sle2 | Sle3 | Sle4 | Pnx1 | Pnx2 | Pnx3 | Pnx4 | Tbml | Tbm2 | Tbm3 | Tbm4
Slel | Sle2 | Sle3 | Sle4 | Pnx1 | Pnx2 | Pnx3 | Pnx4 | Tbml | Tbm2 | Tbm3 | Tbm4

Konl | Kon2 | Kon3 | Kon4 | NTC

o Q| W »

Konl | Kon2 | Kon3 | Kon4

Slc — sulcotrion, Pnx — pinoxaden, Thm — tribenuron-methyl, Kon — kontrola

Pro zhodnoceni genové exprese byla pouzita relativni kvantifikace, pii které byla

zména exprese testovaného genu vztazena ke kontrolnimu genu. Vypocet byl realizovan

za pouziti komparativni Ct metody. Nejprve bylo normalizovano Cr testovaného genu

k referencnimu genu, v nasem piipadé€ byl pouzit gen pro klathrin (claN), jehoZ stabilita

v nasem systému byla ovéfena a poté bylo ACt vzorku normalizovano k ACr kontroly.

Nasledné byla data statisticky zhodnocena programem GraphPad Prism a vyhodnocena

pomoci Studentova t-testu, kde byl porovnavan vliv jednotlivych herbicidi vici kontrole.

ACr (vzorek) = Cr cilového genu — Cr referencniho genu

ACr (kontrola) = Cr cilového genu — Cr referen¢niho genu

AACt = ACr (vzorek) — ACr (kontrola)

7 (-AACY)

Pro vypocet R (normalizovany expresni pomér) byl pak pouZit vzorec: R=

(Schmittgen a Livak 2008)

4.3 Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymi

4.3.1 Chemicka reagencia

2,3,5-trifenyl-tetrazoliumchlorid — Sigma-Aldrich

Bradfordovo ¢inidlo — Sigma-Aldrich

Dihydrogenfosfore¢nan draselny — Penta

EDTA — Sigma-Aldrich

Hovézi sérovy albumin (BSA, bovine serum albumine) — Sigma-Aldrich

Hydrogenfosfore¢nan draselny — Penta
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4.3.3

bunétné suspenze doplnény o rizné koncentrace daného herbicidu. I1Cso piedstavuje
koncentraci herbicidu, pfi které dojde k poskozeni 50 % bunék. V nasem ptipadé byly
vzorky stresovany TBM v péti koncentracich, Sestd sada vzorkl slouZila jako kontrola

a misto roztoku TBM v methanolu byl pouzit pouze piislusny objem methanolu. Stejnou

L-askorbova kyselina — Sigma-Aldrich

Methanol — Penta

Nitroblue tetrazolium chlorid (NBT) — Sigma-Aldrich
Peroxid vodiku — Penta

Polyvinylpyrrolidon K-30 (PVP K-30) — Sigma-Aldrich
TBM — Sigma-Aldrich

Triton-X 100 — Sigma-Aldrich

Xanthin — Sigma-Aldrich

Pristrojové vybaveni

Analytické vahy — Sartorius

Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf
Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo scientific
Laminarni box — Holten Laminair model 1.2

pH metr — WTW InoLab

Spektrofotometr — Tecan Infinite 200 PRO

Tkéanovy homogenizator — Precellys 24, Bertin Technologies

Vortex — Vortex V-1 plus, BioSan

Test viability

Pro stanoveni ICso, tedy inhibi¢ni koncentrace, a urceni subletdlni davky byly

koncentraci byly vzdy stresovany Ctyti bunééné suspenze.

Tabulka 8 Koncentracni Fada vzorkii stresovanych TBM.

Roztok ¢. 1 2 3 4

5

Koncentrace TBM [mg/1] 50 5 0,5 0,05

0,005

Vzorky byly shromazdény po 24 h a byl proveden 2,3,5-trifenyl-

tetrazoliumchlorid (TTC) redukéndi test.
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4.3.3.1 TTC redukeni test

Test spociva vredukci TTC na Cerveny formazan diky metabolické aktivité
zivotaschopnych bunék a nasledném spektrofotometrickém vyhodnoceni. V prvni fadé
byl pfipraven 1/15M Soérensentiv fosfatovy pufr o pH 7,5 a to tak, ze do kyselejsiho

dihydrogenfosforecnanu  draselného byl  postupné  pfiddvan  zasaditéjsi

hydrogenfosforecnan sodny, dokud nebylo dosazeno na pozadované pH 7.,5.

Tabulka 9 Slozeni 1/15M Sorensonova fosfatovéeho pufru.

roztok KH>PO4 2,26 g/ 250 ml destilované vody
roztok Na,HPOg4 4,73 g/ 500 ml destilované vody

Poté byl ptipraven 0,8% roztok TTC rozpusténim 4 g TTC v 500 ml pfipraveného
fostatového pufru. Vzorek byl upraven néasledujicim zptisobem — butiky byly odfiltrovany
pres Biichnerovu nalevku a proplachnuty pufrem. K samotnému testu se pak odvazil 1 g
bunek, ktery se zalil 15 ml ptipraveného roztoku TTC. Takto pfipravené vzorky byly
uloZeny do tmy, po 2 hodinach byla provedena centrifugace (4000 g, 20 min), nasledné
se odpipetovalo TTC a bunky se zalily 30 ml ethanolu, po 24 h se odfiltroval ethanol

a byla zméfena absorbance pii 485 nm.

V ramci experimentu jsme chtéli zjistit, zda v bunéénych suspenzich, které byly
stresovany TBM a nedoSlo u nich k vyraznému uhynu, doSlo k ovlivnéni aktivity
antioxidacnich enzymi, jimiZ jsou APX, CAT a SOD. Aktivita téchto enzymu pak byla

zkouSena 1 u rostlin stresovanych TBM.

4.3.4 Zpracovani vzorki pro stanoveni aktivity — extrakce proteinii

Aby bylo moZné provést stanoveni aktivity enzymdi, bylo nutné piedem
extrahovat proteiny zbunéného a rostlinného materidlu. Cely proces bylo nutno
provadét v rukavicich a na ledu.

500 mg bun¢k ze suspenzi, které byly ulozeny v -80 °C, bylo vzdy z kazdého
vzorku odebréno do tfeci misky. Builky byly rozetfeny s tekutym dusikem a nasledné
byly pfidany 4 ml extrakéniho pufru. Zakladem extrak¢éniho pufru byl S0mM fosfatovy
pufr, ktery byl pfipraven zfedénim (10x) ze zasobniho 0,5M fosfatového pufru
(KoHPO4 : KHPO4 = 61,5% : 38,5%, pH 7). Knému byly dale ptidany dalsi
latky — EDTA, PVP K 30 a Triton X-100, jak je uvedeno v tabulce 10.
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Tabulka 10 SloZeni extrakcniho pufru.

Komponenty Mnozstvi
Fosfatovy pufr 0,5M 20 ml
Destilovana H.O 180 ml
EDTA 5,8 mg
PVP K 30 2g
Triton X-100 1 ml

Takto pripraveny extrakcni pufr byl uchovavan v lednici.

Zhomogenizovany materidl byl ze tfeci misky ptfemistén do mikrozkumavek
a zcentrifugovan (20 min, 4 °C, 14000 g). Poté¢ byl supernatant obsahujici extrahované
proteiny odpipetovan a zamrazen pii -80 °C po 0,5 ml. U takto pfipravenych vzorki
pak bylo mozné stanovit aktivitu jednotlivych enzymd.

V piipad€ rostlinného materidlu se od kazdého vzorku odvazilo 100 mg
do zkumavek s kulickami, zamrazilo se v tekutém dusiku a poté se rozemlelo v tkdfiovém
homogenizatoru po dobu 20 s. Po dostatecném rozemleti bylo ptidano 1,5 ml extrakéniho
pufru, po dobu 15 minut se nechalo extrahovat za obCasného protfepani a udrzovani
v chladu. Néasledovala centrifugace (20 minut, 4 °C, 14000 g) a poté byl supernatant

odpipetovan a zamrazen obdobn¢ jako u bunécnych suspenzi.

4.3.5 Stanoveni celkovych proteini — Bradfordova metoda

U kazdé sady mikrozkumavek bylo nutné nejprve zjistit koncentraci proteinti
a potazmo 1 enzymu ve vzorcich. To bylo zjiSténo pomoci Bradfordovy metody, ktera
je zaloZena na interakci proteinil s barvivem Coomassie brilliant blue G-250 v kyselém
prostiedi, jakmile dojde k navdzani barviva na protein, zméni se zbarveni z ¢ervenohnédé
na modrou. Naslednym zméfenim absorbance se pak zjisti koncentrace proteint

ve vzorcich. Pred za¢atkem méfeni bylo tfeba vytvofit kalibracni fadu koncentraci BSA.

Tabulka 11 Koncentracni rada BSA.

koncentrace BSA [mg/ml]
0 0,125 0,25 0,5 0,75 1,0 1,5 2,0

Pozn. Jako blank byl pouzit extrakcni pufr.

Na 96-jamkovou desticku s plochym dnem bylo pipetovano 5 pl vzorku a 250 pl
Bradfordova ¢inidla. VSechny vzorky byly pfipraveny v triplikatech. Po 10 minutach
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inkubace pii laboratorni teplot¢ byla méfena absorbance pii vinové délce 595 nm

ve spektrofotometru.

4.3.6 Stanoveni aktivity vybranych antioxida¢nich enzymi

4.3.6.1 Askorbat peroxidasa (APX)

Do 96-jamkové UV mikrotitraéni desticky s plochym dnem bylo napipetovano
20 ul proteinového vzorku, 144 ul 50 mM fosfatového pufru, 18 pl 6mM
roztoku L-askorbové kyseliny ve fosfatovém pufru (pfedem bylo rozpusténo 10 mg
L-askorbové kyseliny v 10 ml 50mM fosfatového pufru) a Gplné€ nakonec bylo piidano
18 ul 2mM roztoku H»>O», diky ¢emuz doslo k nastartovani reakce a ihned byla métena
absorbance pii vinové délce 290 nm po 20 s pii 25 °C (16 cykld).

Rozdil absorbance v ¢ase byl nasledné pouzit pro vypocet enzymatické aktivity,

ktera byla vyjadfena na mg proteinu ve vzorku.
Ea = (k*V)/(e*v*d)

Ea — enzymatickd aktivita

k — smérnice piimky

V — celkovy objem roztoku v jamce (200 pl)
& — extinkéni koeficient (2,8 mM*cm™)

v — objem vzorku (20 pl)

d — vyska hladiny roztoku v jamce (0,594 cm)

4.3.6.2 Katalasa (CAT)

Pro stanoveni aktivity CAT byla ptipravena smés skladajici se z 7,9 ml H>O, 2 ml
50mM fosfatového pufru a 102,15 pl 100mM H20,. Nasledné bylo do 96-jamkové UV
mikrotitracni desti¢ky s plochym dnem pipetovano 10 ul proteinového vzorku a 140 pl
pfipravené smési. lhned byla méfena absorbance pifi vlnové délce 240 nm
po 20 s pii 25 °C (16 cykln).

Rozdil absorbance v ¢ase byl nasledné pouzit pro vypocet enzymatické aktivity,

ktera byla vyjadfena na mg proteinu ve vzorku.
Ea = (k*V)/(g*v*d)

Ea — enzymaticka aktivita

k — smérnice piimky

V — celkovy objem roztoku v jamce (150 pl)
& — extinkéni koeficient (0,036 mM'*cm)

v —objem vzorku (10 pl)

d — vyska hladiny roztoku v jamce (0,463 cm)
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4.3.6.3 Superoxid dismutasa (SOD)

Jako prvni bylo nutné si pfipravit roztok xanthinu, nebot’ jeho rozpousténi
je ponékud cCasové narocné. Bylo odvazeno 75 mg xanthinu a toto mnozstvi bylo
rozpusténo v 1,5 ml 1M NaOH. Déle byl pfipraven 50mM fosfatovy pufr a do 100 ml
tohoto pufru bylo navazeno 215 mg NBT a pH bylo upraveno na hodnotu 7. Redukei této
tzv. nitrotetrazoliové modfi pak bylo mozno hodnotit aktivitu SOD spektrofotometricky.
Do tmavé zkumavky bylo pfipraveno 10 ml reak¢éni smési obsahujici 9,89 ml
ptipravené¢ho 50mM fosfatového pufru s NBT, 277 ul xanthin-oxidasy (Sigma 40 UN,
0,3 U/mg, 15mg prot./ml) a 10,5 pl katalasy (Sigma SRE0041-10G, 11933 U/mg,
lyofilizovany préasek byl rozpustén v 50mM fosfatovém pufru a alikvoty uloZeny v -80°C,
0,1U odpovida 0,84 ul). Mnozstvi enzymi v reakéni smési bylo nastaveno tak, aby
na 800 pl 50mM fosfatového pufru s NBT bylo 0,1U od kazdého enzymu.
Na 96-jamkovou desticku s plochym dnem bylo napipetovano 20 pl enzymového
extraktu, 170 pl reakéni smési s NBT a enzymy, a nakonec 10 pl roztoku xanthinu
pro nastartovani reakce. lhned byla méfena absorbance pifi vlnové délce 560 nm
po 20 s pti 25 °C (12 cykld).

Rozdil absorbance v ¢ase byl nasledné pouzit pro vypocet enzymatické aktivity,

ktera byla vyjaddfena na mg proteinu ve vzorku.
Ea = [(kol-kvz)/kp1]*100
Ea — enzymatickd aktivita

ko1 — smérnice piimky blanku
kyz — smérnice ptimky vzorku

40



5 Vysledky

5.1 Ovlivnéni vybranych genii pro UGT herbicidy

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda pod vlivem herbicidii dojde k ovlivnéni
genove exprese UGT urostliny A. thaliana. Vybér referencnich a UGT genii byl proveden
doc. Ing. Petrou MatouSkovou Ph.D. dle odborné¢ literatury, kterd popisuje ptsobeni
herbicidi na A. thaliana (Brazier-Hicks et al 2018) a pomoci programu Genvestigator,
ktery obsahuje veskeré transkriptomické studie u této rostliny. Jako referencni gen byl
pouzit claN, jehoZ stabilni exprese v naSem experimentu byla ovéfena. Vybrané geny
pro UGT pouzity pro tento experiment byly UGT74E2, UGT73C6, UGT91Cl,
UGT72B1 a UGT84A2. Pro experiment byly pouzity tii herbicidy, kazdy s jinym
mechanismem ucinku — tribenuron-methyl, sulcotrion a pinoxaden, u kterych bylo jiz
v ptedchozich studiich zjisténo, Ze indukuji UGT u rtiznych rostlinnych druhti (Huang et

al 2021, Matzrafi et al 2017, Yang et al 2016).

5.1.1 Vyhodnoceni qPCR po ovlivnéni A. thaliana tribenuron-

methylem

TBM
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Obrdazek 7 Porovnani relativai exprese vybranych UGT u rostlin A. thaliana stresovanych
TBM a kontrolnich rostlin po 24 a 48 h. * oznacuje vysledky s hladinou vyznamnosti p < 0,05.
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Na obrazku 7 je vidét, ze relativni exprese UGT74E2 vzrostla po 24 1 48 h
po expozici rostlin TBM, a rovnéz u UGT73C6 doslo k vyraznému nartstu relativni
exprese po 24 h au UGT84A2 po 48 h, avsak z diivodu vysoké smérodatné odchylky se

narast nejevi jako statisticky vyznamny.

5.1.2 Vyhodnoceni qPCR po ovlivnéni A. thaliana sulcotrionem

SLC
2.0
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- mm SLC_24h
T , Em KON_48h
SLC_48h

relativni exprese / GAPDH

Obrdazek 8 Porovnani relativni exprese vybranych UGT u rostlin A. thaliana stresovanych
SLC a kontrolnich rostlin po 24 a 48 h. * oznacuje vysledky s hladinou vyznamnosti p < 0,05.

Na obrazku 8 vidime, ze doslo k mirnému nértstu relativni exprese UGT91Cl1
a UGT84A2 po 24 h od expozice SLC, nicméné ani jeden z téchto nartsti se dle
statistického vyhodnoceni nejevi jako signifikantn€ vyznamny rozdil. Naopak

u UGT72B1 doslo k vyznamnému sniZeni exprese po 24 h.
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5.1.3 Vyhodnoceni gPCR po ovlivnéni A. thaliana pinoxadenem

PNX
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Obrazek 9 Porovnani relativni exprese vybranych UGT u rostlin A. thaliana stresovanych

PNX a kontrolnich rostlin po 24 a 48 h. * oznacuje vysledky s hladinou vyznamnosti p < 0,05.

Na obrazku 9 mlizeme pozorovat narust relativni exprese u vice vybranych UGT
po 24 h od expozice PNX. Dle statistického vyhodnoceni miZeme za signifikantni
povazovat nartist exprese UGT74E2, UGT73C6 a UGT84A2. Naopak u UGT72B1 byl

pozorovan pokles exprese po 24 h.

43



5.2 Vizualni zhodnoceni rostlin po expozici vybranym
herbicidim

Vypéstované rostliny byly po aplikaci TBM, SLC a PNX fotograficky

zdokumentovany.

Obrazek 10 A. thaliana v den aplikace herbicidu.

Na obrazku 10 miZeme vidét, jak vypadaly rostliny v den, kdy byly stresovany
jednotlivymi herbicidy. Vizudln€ vypadaly rostliny srovnatelné s kontrolni rostlinou
1 pti odbéru vzorkl po 24 h a 48 h. I presto, ze po této dobé nejsou patrné zadné vizualni
zmeény rostliny, predpoklada se, Ze jiz dochazi k ovlivnéni exprese UGT a aktivity

antioxidacnich enzymd.

Obrazek 11 Kontrolni rostliny A. thaliana po 7 (vlevo) a 14 (vpravo) dnech.

Na obrazku 11 vidime, Ze kontrolni rostliny, které nebyly stresovany zadnym

herbicidem, pokracuji v normalnim vyvoji.
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Obrdazek 12 A. thaliana po 7 (vievo) a 14 (vpravo) dnech od aplikace TBM.

Na obrazku 12 mizeme vidét piisobeni TBM na rostlinu. Vlivem inhibice ALS
doslo k zastaveni riistu rostliny, postupnému zeZloutnuti listd, a nakonec aZ k uhynu
rostliny. Ke zménam dochazi aZ po n¢kolika dnech od vystaveni plisobeni TBM, nebot’
uritd zasoba aminokyselin nachazejici se v rostliné dokéaze jesté zajistit fungovani

metabolismu.

Obrazek 13 A. thaliana po 7 (vievo) a 14 (vpravo) dnech od aplikace SLC.

Na obrazku 13 mlzeme vidét, ze SLC, ktery zasahuje do biosyntézy karotenoidi,
zpusobil v rostliné zastaveni procesu fotosyntézy a poskozeni chloroplastl, coz se

projevilo typickou albifikaci listti, nasledné doslo k uhynu rostliny.
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Obrazek 14 A. thaliana po 7 (vievo) a 14 (vpravo) dnech od aplikace PNX.

Na obrazku 14 lze pozorovat, Ze po aplikaci PNX, narozdil od ptedchozich dvou
herbicidd, rostlina pokracovala ve svém vyvoji. Doslo k lehkému zezloutnuti listi
a rostlina tolik neprosperovala v porovnani s rostlinami kontrolnimi (obrazek 11). PNX
navic pusobi zejména v meristematickych pletivech, a tudiZ staré listy mohou po dlouhou

dobu vypadat zdravé.
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5.3 Ovlivnéni antioxida¢niho aparatu A. thaliana tribenuron-

methylem

DalSim cilem této prace bylo zjistit, zda doSlo k ovlivnéni vybranych
antioxidacnich enzymu A. thaliana po vystaveni piisobeni vybraného herbicidu — TBM,
koncentrace byly vybrany dle odborné literatury (Huang et al 2021, Yu et al 2017). Byla
zkoumana aktivita APX, CAT a SOD. Experiment byl proveden u bunécnych suspenzi
i u rostlin.

V prvé fadé byl proveden test viability bunécnych suspenzi pro zjisténi subletalni
davky TBM. Tento test nevysel dle pfedpokladu a bunky ze suspenzi stresovanych TBM
v rozmezi koncentraci 0,005-50 mg/1 zistaly Zivotaschopné. Jednim z divodi mize byt
mechanismus uc¢inku TBM — inhibuje ALS, ktera se nachazi zejména v chloroplastech.
V bunéénych suspenzich, které rostou ve tmé, je funkce chloroplasti potlacena a je tedy
mozné, ze jsou vi¢i TBM tolerantné&jsi. Nasledné byly suspenze pouzity k prozkouméni

vlivu TBM v riznych koncentracich na antioxidaéni aktivitu vybranych enzymd.

5.3.1 Stanoveni aktivity vybranych antioxida¢nich enzymi

u bunéénych suspenzi

5.3.1.1 Vyhodnoceni enzymatické aktivity APX
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Obrazek 15 Porovnani enzymatické aktivity APX u bunécnych suspenzi A. thaliana
stresovanych vybranymi koncentracemi TBM.
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Na obrazku 15 je vidét, Zze v enzymatické aktivit¢ APX nejsou signifikantni

rozdily vzhledem ke kontrolnimu vzorku, a to v zddné pouzité koncentraci TBM.

5.3.1.2 Vyhodnoceni enzymatické aktivity CAT

CAT

4000-
= * Bl kontrola
3 m 50
2 3000- I
- I m 5
% 2000- = 05
S 0,05
T 1000 0,005
<
11}

0_
TBM [mg/l]

Obrazek 16 Porovnani enzymatické aktivity CAT u bunecnych suspenzi A. thaliana
stresovanych vybranymi koncentracemi TBM. * oznacuje vysledky s hladinou vyznamnosti
p <0,05.

Na obrazku 16 mizeme pozorovat, ze enzymatickd aktivita CAT je vySsi
u suspenzi stresovanych TBM. Dle statistického vyhodnoceni mtiizeme za signifikantni
narGist enzymatické aktivity v porovnani s kontrolnim vzorkem povazovat pouze

pusobeni TBM o koncentraci 0,05 mg/1.
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5.3.1.3 Vyhodnoceni enzymatické aktivity SOD

SOD

2500
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S, 500 I :
o

0_
TBM [mg/I]

Obrazek 17 Porovnani enzymatické aktivity SOD u bunécnych suspenzi A. thaliana
stresovanych vybranymi koncentracemi TBM. * oznacuje vysledky s hladinou vyznamnosti
p <0,05.

Na obrazku 17 je patrné, ze u vzorku stresovanych TBM o koncentraci 50 mg/1
a 0,005 mg/1 doslo k vyraznému nartistu enzymatické aktivity SOD viici kontrole a tento

narust se dle statistického vyhodnocenti jevi jako signifikantni.
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5.3.2 Stanoveni aktivity vybranych antioxida¢nich enzymii u rostlin
U rostlin byly pouzity pouze dvé koncentrace TBM — 0,2 mg/l (= 5 uM) a 20 uM.

5.3.2.1 Vyhodnoceni enzymatické aktivity APX

APX

10
= Bl Kkontrola
£ 8- =1 TBM
a
g &
c
RN I
=
E 2- L
<
i

0- T |

0,2 mgl/l 20 pM

Obrazek 18 Porovnani enzymatické aktivity APX u rostlin A. thaliana stresovanych
vybranymi koncentracemi TBM.

Na obrazku 18 lze pozorovat mirné sniZeni enzymatické aktivity APX v obou
pouzitych koncentracich TBM. Nicméné se v ani jednom piipad€ nejedna o statisticky

vyznamny rozdil.
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5.3.2.2 Vyhodnoceni enzymatické aktivity CAT

CAT
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Obrazek 19 Porovnani enzymatické aktivity CAT u rostlin A. thaliana stresovanych

vybranymi koncentracemi TBM.

Na obrazku 19 pozorujeme mirny narist venzymatické aktivite CAT

pfi porovnani stresovanych a kontrolnich rostlin v obou pouzitych koncentracich. AvSak

tento narust se nejevi jako statisticky vyznamny rozdil.
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5.3.2.3 Vyhodnoceni enzymatické aktivity SOD

SOD
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E. 1000 T
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i
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Obrazek 20 Porovnani enzymatické aktivity SOD u rostlin A. thaliana stresovanych
vybranymi koncentracemi TBM.

Na obrazku 20 je vidét, Ze pti pouziti koncentrace 0,2 mg/l nedoslo k ovlivnéni
enzymatické aktivity SOD, pii koncentraci 20 uM lze pozorovat mirné sniZeni aktivity
SOD v porovnani s kontrolou, avsak kvili velké smérodatné odchylce nelze povazovat

tento rozdil za statisticky vyznamny.
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6 Diskuse

Vznik a mechanismy herbicidni rezistence je dilezit¢ znat zejména
pro budoucnost zeméed¢lstvi, aby byly zvoleny ¢i vyvinuty ucinné herbicidy pro zajisténi
dostatecného mnozstvi a kvality zemédélskych plodin.

Existuji mnohé studie, které potvrzuji, ze UGT hraje roli v rezistenci vuci
xenobiotikiim (napf. 1é¢iva, insekticidy) u riznych organismt (napt. Ma et al 2021, Wang
et al 2020, Kellerova et al 2020). Avsak studie zabyvajici se herbicidni rezistenci se
zamétuji zejména na komplex cytochromu P450, glutathion-S-tranferasu a transportni
proteiny (napt. Bai et al 2018, Yang et al 2018, Wang et al 2020), zatimco UGT jsou
opomijeny, a tak existuje pouze omezené mnozstvi studii, které se zabyvaji UGT v ramci
vzniku herbicidni rezistence, a proto je na mist¢, abychom se jim vice vénovali. Nékteré
studie mechanismu herbicidni rezistence zaloZzené na RNA-sekvenaci odhalily,
ze exprese urcitych UGT genil jsou vyznamné zvySeny, napiiklad studie Yang et al
(2016) zkoumala mechanismus vzniku rezistence k herbicidu TBM u plevelné rostliny
Descurainia sophia L., kde se zabyvala nejen UGT, ale i CYP450 a ABC transportéry.
Dle studie Zhao et al (2019), kterda zkoumala herbicid ze skupiny inhibitor
ALS — mesosulfuron, doslo rovnéz ke zvySeni exprese UGT a ke zvySeni glykosylace
daného herbicidu u rostliny Alopecurus aequalis.

V této praci byla pouZita rostlina Arabidopsis thaliana, ktera se jevi jako vhodny
modelovy organismus pro studii herbicidni rezistence, jelikoZ lze vypéstovat pomérné
rychle dalsi generace a sledovat jejich ovlivnéni. Z vybranych UGT a herbicidi, kterymi
se tato prace zabyvala doSlo k vyznamnému zvySeni exprese nékterych UGT, konkrétné
UGT74E2, UGT73C6 a UGT84A2 po expozici herbicidu PNX ze skupiny inhibitorti
ACC. Prestoze u TBM bylo pozorovano urcité zvyseni exprese nékterych UGT, nelze
vysledky kvili vysoké smérodatné odchylce povazovat za signifikantni. U UGTI91C1,
ktera je vice prozkoumaéna, bylo zji§téno, ze vlivem nekterych herbicidii doslo ke zvyseni
jeji exprese napt. ve studii Huang ef al (2021). V ramci této prace jsme u UGTI1C1
pozorovali pouze mirné zvySeni po expozici SLC a PNX, avSak dle statistického
vyhodnoceni nelze tyto hodnoty povazovat za signifikantni. Naopak u UGT72B1 jsme
po expozici SLC a PNX pozorovali ur€ité snizeni exprese po 24 h.

Vybrané UGT byly v ramci prace zkoumény pouze jednou a pro potvrzeni, zda

opravdu dochézi k ovlivnéni exprese vlivem herbicidi, je nutné provést dalsi studie se
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zaméfenim zejména na herbicid PNX a vyse zminéné UGT. Déle by bylo vhodné provést
testovani dalsi generace rostlin po oSetfeni PNX.

Ve druhé casti prace jsem zjistovala, jaky vliv maji herbicidy na antioxidacni
aparat rostliny. Existuje velké mnozstvi studii, které se zabyvaji ptisobenim nejriiznéjSich
stresovych faktort (salinita, extrémni teplotni podminky, t¢zké kovy aj.) na antioxidacni
aparat rostliny (napt. Aazami et al 2021, Soengas et al 2018, Lyubenova et a/ 2009).
V nékterych studiich, kde byly pouzity jako stresovy faktor herbicidy ze skupiny ALS-
inhibitorti, konkrétn¢ sulfonylmocovin, do nichz spada i ndmi pouzivany TBM, doslo
k ovlivnéni aktivity antioxidac¢nich enzymui u rtznych rostlinnych druhd. Dle studie
provadéné Zhao et al (2019) doslo plisobenim herbicidu mesosulfuronu na rostlinu
Alopecurus aequalis vlivem stresové reakce ke zvySeni aktivity peroxidasy a CAT.
Vysledky dalsi studie Jain ef al (2021) zase ukazaly, Ze vlivem metsulfuronu se zvysila
aktivita SOD a CAT v porovnani s kontrolnimi rostlinami, a naopak aktivita APX
a glutathionreduktasy byla sniZena.

V této praci jsem se konkrétné zabyvala vlivem TBM na APX, CAT a SOD,
a to u buné¢nych suspenzi a u rostlin A. thaliana. Z namétenych hodnot vyplyva, ze TBM
ma v riaznych koncentracich ur€ity vliv na aktivitu APX, CAT i SOD u této rostliny. Tyto
vysledky lze ocCekavat v porovnani s vySe uvedenymi studiemi vlivu ALS-inhibitori
na antioxidacni enzymy, avSak také zaleZi na druhu rostliny a podminkach, ve kterych se
dané rostliny vyskytuji. V ptipadé CAT a SOD u bunéénych suspenzi bylo pozorovéano
urcité zvysSeni aktivity enzymi, u CAT jsme pak zvySeni aktivity pozorovali i u rostlin,
naopak u APX byla aktivita spiSe snizend, coz se shoduje se studii provadénou Jain et al
(2021). Nicméné nebyla pozorovana vyznamna zavislost mezi koncentraci herbicidu
a mirou ovlivnéni antioxidacnich enzymu a pro uptfesnéni vysledkil a vysloveni jasnych

zaveri by bylo nutné provést opakovana méteni.
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7 Zavér

Vitéto praci byl zkoumdn vliv herbicidi na expresi vybranych
UDP-glykosyltransferas u rostliny Arabidopsis thaliana. V ramci experimentu bylo
pomoci qPCR zjisténo, ze herbicid pinoxaden ze skupiny inhibitort ACC vyznamné
zvysSuje expresi nékterych UDP-glykosyltransferas, které pravdépodobné budou hrat roli
ve vzniku herbicidni rezistence.

Déle byl zkouman vliv abiotického stresu v podob¢ herbicidu tribenuron-methylu
na antioxidac¢ni aparat rostliny. U antioxidacnich enzymt katalasy a superoxiddismutasy
doslo po expozici herbicidu k vyraznym zménam v enzymatické aktivit€. Nicméné tyto

skute¢nosti by bylo tieba potvrdit rozséhlejsimi studiemi.
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8 Seznam pouzitvch zkratek

2,4-D
ABC
ACC
ADH
ALDH
ALS
APX
BSA
CAT
cDNA
claN
Ct
CYP
DEPC
DNA
DNAsa
dNTP
EDTA
F-primer
GST
HPPD
HRAC
MATE
Mbp
MT
NADPH-oxidasa
NTC
qPCR

R-primer

ROS

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
ATP-binding cassette
acetyl-CoA-karboxylasa
alkoholdehydrogenasa
aldehyddehydrogenasa

acetolaktat syntasa

askorbatperoxidasa

bovine serum albumine — hovézi sérovy albumin
katalasa

komplementarni DNA

klathrin

cycle threshold

cytochromy P450

diethylpyrokarbonat

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleasa

deoxyribonukleotid trifosfat

kyselina ethylendiaminotetraoctova

forward primer

glutathion-S-transferasa

p-hydroxyfenyl pyruvat dioxygenasa
Herbicide Resistance Action Committe
multi-drug and toxins extrusion

mega base pair

methyltransferasa
nikotinamidadenindinukleotidfostat-oxidasa
no template control — negativni kontrola
quantitative  polymerase chain reaction —
polymeréazova fetézova reakce

reverse primer

reactive oxygen species — reaktivni formy kysliku
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RNA ribonukleova kyselina

RNAsa ribonukleasa

RT reverzni transkriptasa

SOD superoxiddismutasa

ST sulfotransferasa

TBM tribenuron-methyl

TTC 2,3,5-trifenyl-tetrazoliumchlorid
UDP uridindifosfat

UGT UDP-glykosyltransferasa
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