UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA

Katedra biochemickych véd

ROZDIL V PUSOBENI HERBICIDU
TRIBENURON-METHYL A ISOPROTURON
U HUSENICKU ROLNIHO

Difference in the action of the herbicides tribenuron-methyl and isoproturon in

Arabidopsis thaliana

Diplomova prace

Vedouci prace/Skolitel: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Konzultant: RNDr. Radka Podlipna, Ph.D.

Hradec Kralové 2024 Markéta Kohoutova



Prohlaseni

,Prohlasuji, ze tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZité literatury a v praci

fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.*

V Hradci Kralové dne: Podpis:



Podékovani

Na tomto misté bych chtéla podékovat predevsim své vedouci diplomové prace, pani
doc. Ing. Petfe Matouskové, Ph.D., za jeji odbornou pomoc v laboratofi, za jeji odbornou

pomoc a cenné rady béhem psani této prace.

Dalsi velké pod€kovani patii pani RNDr. Radce Podlipné, Ph.D., za jeji pomoc
s experimentalni ¢asti mé prace v laboratofi rostlinnych biotechnologii Ustavu experimentalni
botaniky AV CR. Jeji odbornd pomoc a rady vyznamné piispély k uspé$nému provedeni

experimentu.



Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Markéta Kohoutova
Skolitel: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.
Konzultant: RNDr. Radka Podlipné, Ph.D.
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u husenic¢ku rolniho

Herbicidy jsou velmi dileZitym nastrojem pro kontrolu plevelll v zemédé€lstvi, avSak
jejich nadmérné pouzivani miize vést k rozvoji herbicidni rezistence. Jednim z mechanism1,
ktery ktéto rezistenci pfispivd, je zvySena exprese genid kodujicich uridindifostat-
glukuronosyltransferazu (UGT), kterd hraje kli¢ovou roli v detoxifikaci herbicidii a ochrané
rostlin pfed jejich Gcinky. Tato diplomova prace se zabyva porovnanim ucinku herbicidi
tribenuron-methyl (TBM) a isoproturon (IPU) na expresi UGT a na aktivitu vybranych

antioxida¢nich enzymu u modelové rostliny husenicku rolniho (4rabidopsis thaliana).

Experimenty byly provedeny na hydroponickych kulturdch A. thaliana. Exprese gent
byla meéfena pomoci kvantitativni PCR a aktivita enzym byla analyzovana
spektrofotometricky. Vysledky ukazaly, Ze isoproturon nemél vyznamny vliv na expresi gent.
U tribenuron-methylu bylo pozorovano signifikantni zvySeni exprese u genit UGT74E2,
UGT73C6, UGT71B6 a UGTI91CI1, a to zejména pii nejniz§i koncentraci. Aktivita
antioxida¢nich enzymi nevykazovala Zadné zvySeni, a to ani pfi zvySujicich se koncentracich
herbicidu, coz naznacuje, ze testované koncentrace nebyly pro rostliny dostatecné stresujici,

aby vyvolaly aktivaci obrannych mechanismii.
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and isoproturon in Arabidopsis thaliana

Herbicides are a crucial tool for weed control in agriculture; however, their excessive
use can lead to the development of herbicide resistance. One mechanism contributing to this
resistance is the increased expression of genes encoding uridine diphosphate-
glucuronosyltransferase (UGT), which plays a key role in the detoxification of herbicides and
the protection of plants from their effects. This thesis focuses on comparing the effects of the
herbicides tribenuron-methyl (TBM) and isoproturon (IPU) on the expression of UGT and the

activity of selected antioxidant enzymes in the model plant Arabidopsis thaliana.

The experiments were conducted on hydroponic cultures of 4. thaliana. Gene
expression was measured using quantitative PCR, and enzyme activity was analyzed
spectrophotometrically. The results showed that isoproturon had no significant effect on gene
expression. For tribenuron-methyl, a significant increase in the expression of the UGT74E2,
UGT73C6, UGT71B6, and UGT91C1 genes was observed, particularly at the lowest
concentration. The activity of antioxidant enzymes did not show any increase, even with rising
herbicide concentrations, suggesting that the tested concentrations were not sufficiently

stressful to trigger the activation of defense mechanisms in the plants.
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1 Uvod

Herbicidy hraji dalezitou roli v modernim zemédélstvi, kde jsou pouzivany k ochrané
plodin pied plevely. Bez hubeni téchto nezddoucich rostlin by se mohly vynosy plodin sniZit az
0 40-100 % (Oztetik 2010). S rostoucim pouzivani herbicida vSak ptichazi také riziko vyvoje
rezistence u plevelnych rostlin, coz ptfedstavuje hrozbu pro udrzitelnost produkce potravin.
Vyzkum zaméfeny na pochopeni mechanisml této rezistence je tedy zdsadni, zejména
v kontextu rostlinnych enzymi jako jsou UGT (UDP-glykosyltransferazy), které hraji
vyznamnou roli v detoxifikaci herbicidii a mohou pfispivat k rozvoji rezistence (Dimunova

et al. 2022).

Tato prace je soucasti dlouhodobého vyzkumu, ktery probihd ve spolupraci mezi
Farmaceutickou fakultou UK a Ustavem experimentalni botaniky AV CR. Vyzkum je zaméfen
na studium 0¢inkd riznych herbicidli na rostliny, pficemz hlavni pozornost je vénovéna
zménam v expresi vybranych UGT a aktivité antioxidacnich enzymu. Vyzkum sleduje také vliv
nizkych dévek herbicidli a poddavkovani, které rostliny jesté nezabiji, ale vyvolava v nich

stresové reakce, coz je kliCové pro pochopeni mechanismi vedoucich k rezistenci.

V této praci jsou zkoumany rozdily v pisobeni dvou herbicidi s odliSnymi mechanismy
u¢inku — tribenuron-methylu a isoproturonu — na modelovou rostlinu huseni¢ek rolni
(Arabidopsis thaliana). Vysledky tohoto vyzkumu mohou pfispét k vyvoji novych strategii
v ochran¢ plodin, které minimalizuji riziko vzniku rezistence a tim zvySuji udrzitelnost

zemédelské produkce.



2 Teoreticka Cast

2.1 Herbicidy

2.1.1 Uvod

Pesticidy jsou rozdéleny do nékolika tfid v zavislosti na jejich specifickych cilovych
organismech, a to na herbicidy, insekticidy a fungicidy. Mezi vSemi pesticidy jsou

nejpouzivanéjsi praveé herbicidy (Singh & Tiwari 2020), kterym je vénovéna tato kapitola.

Herbicidy jsou chemické latky pouzivané ke zpomaleni nebo pferuseni normalniho
ristu a vyvoje nezddoucich rostlin, nékdy oznaovanych také jako plevele. Ty je potieba
regulovat, jelikoZ jejich namnozenim mizZe dojit nejen k pfimému sniZeni vynosu plodiny, ale
také ke kontaminaci plodiny jejich semeny, ktera mohou byt agresivni az jedovata
a kontaminovat i osiva. Hodnotu plodin snizuji pfedevsim semena plevelli podobnd semeniim

plodin tvarem a barvou, jelikoz je tézké az nemozné je odseparovat (Jursik ez al. 2010).

Cilovymi misty herbicidi jsou obvykle enzymy. Piestoze kazda buitka obsahuje tisice
riznych enzym, herbicidy cili pouze na jeden z nich. Timto zplsobem herbicidy zastavuji
nebo zpomaluji jeho funkei, coz mé za nasledek inhibici ristu nebo metabolismu rostliny.
V soucasnosti je znamo ptiblizné dvacet hlavnich cilovych mist, na kterd herbicidy v rostlinach
pusobi. Tento omezeny pocet mist vede k tomu, ze vétSina herbicidi vyuzivd podobné
mechanismy ucinku. Opakovanym pouzivanim herbicidl se stejnym mechanismem ucinkd se
muze ¢asem rozvinout herbicidni rezistence, kterd patii mezi hlavni problémy v zeméd¢lstvi

(Jursik et al. 2010, Hall et al. 1999).

Idedlné jsou vyvijeny herbicidy, u kterych je prokazana vysoka selektivita, vysoka
a rychla ucinnost i v nizsich davkach, rychly rozklad v prostfedi a finan¢ni nendro¢nost (Jursik
et al. 2010). Selektivita obvykle zavisi na schopnosti plodiny rozkladat nebo metabolizovat
herbicid rychleji neZ plevel. Napftiklad glyfosfat (RoundUp) neni selektivni, jelikoz ovliviiuje
vétSinu rostlin. Nékteré herbicidy jsou aplikovany jako proherbicidy, které se na aktivni formu
pfeméni aZ uvnitf rostliny (Hall et al. 1999). Diky této selektivit¢ mohou zemédélci chranit
plodiny a zajistovat vysoké vynosy bez negativnich dopadi a zdravi rostlin (Carvalho et al.

2009).



2.1.2 Herbicidy jako stresory a jejich dopady

Herbicidy, 1 kdyz jsou u¢inné pro hubeni plevele, mohou i u plodin vyvolat stres
a zpusobit fyziologické a biochemické poskozeni. To zahrnuje naruseni fotosyntézy, zmény
v genové expresi, ovlivnéni riistovych reguldtorii a miize vést az k poskozeni ¢i thynu rostlin.
Mezi viditelné ptiznaky patii zhrubnuti, ztvrdnuti a deformace listd, chlordza, nekrotické
skvrny, vadnuti a bronzové nebo spalen¢ zabarveni listi a ploda. Tyto pfiznaky se Casto
pouzivaji k hodnoceni ucinki herbicidii, avSak nemusi vzdy piesné korelovat se ztratou vynosu,
protoze poruchy fyziologie rostlin vedouci ke snizeni vynosu se mohou objevit i v ptipad¢, ze
viditelné piiznaky nejsou pozorovany. Jednim z dulezitych duasledkti aplikace herbicidt
v zemédélském systému je vytvareni oxidacniho stresu v rostlinach. Ty se s timto stresem
vyrovnavaji pomoci obrannych mechanismt, jako je aktivace detoxifikacnich enzymi ¢i zmény

genové exprese (Singh & Tiwari 2020).
2.1.3 SniZeni negativnich dopadi herbicidi na Zivotni prostiredi

Nadmérny vstup herbicidii do Zivotniho prostfedi je vaznym vefejnym problémem,
protoze kontaminuje plodiny a ohrozuje lidské zdravi. Existuji v§ak zpisoby, jak tyto negativni
dopady snizit. Jednim znich je pouziti propesticidii, chemickych latek, které se stavaji
aktivnimi az v pfitomnosti hub, skiidcil a pleveld. Tento mechanismus minimalizuje poSkozeni
necilovych oblasti, protoze k aktivaci dochazi pouze tam, kde je to nezbytné. Dal$im procesem
ke snizeni negativniho dopadu na Zivotni prostiedi je fytoremediace, pii které jsou herbicidy
diky jejich absorpci rostlinou odstranovany z ptidy, coz vede k jejimu ¢isténi. Fytoremediace je
povazovana za efektivni zelenou technologii a levné feSeni kontaminace vody a pidy. Je vSak
dilezité zvazit riziko vstupu herbicidu ¢i jejich metaboliti do potravniho fetézce a jejich vliv

na zdravi zvitat ¢i lidi (Zhang & Yang 2021, Azab et al. 2020).

Vyuziti alelopatie pfedstavuje dalsi biologicky pfistup ke snizovani zavislosti na
chemickych herbicidech. Tento proces zahrnuje pouziti rostlin, které uvoliuji toxické
slou€eniny, schopné snizovat nebo inhibovat rist a vyvoj jinych rostlin, zejména pleveli. Tyto
toxické slouceniny, znamé jako alelochemikalie, jsou sekundarni metabolity vylu€ované
rostlinami, které mohou ovliviiovat kliceni a rtist sousednich rostlin tim, Ze zasahuji do riznych
fyziologickych procesti, jako je fotosyntéza, dychani a vodni nebo hormonalni rovnovéha.

Alelopatické rostliny tak poskytuji pfirozenou ochranu proti plevelim, ¢imz se snizuje potieba



chemickych herbicidi a minimalizuje se jejich negativni dopad na necilové organismy (Teixeira

et al. 2024, Perotti et al. 2020).

Geneticky modifikované rostliny jsou dalsim zplisobem, jak snizit negativni dopady
herbicidii. Tyto rostliny jsou navrzeny tak, aby byly odolné vii¢i specifickym herbicidiim, ¢imz
se omezuje poskozeni necilovych druht. Pfi jejich pouziti je vSak nutné zvazit ekologicka

rizika.

Negativni G€inky herbicidi 1ze omezit i sekvestraci, pfi které jsou herbicidy ukladany
do specifickych ¢asti rostlin, naptiklad z cytosolu do vakuol. Na sekvestraci se podili také
lignin, pomah4 inkorporaci herbicidnich latek do bunééné stény, ¢imZ se snizi jejich toxicky

ucinek (Zhang & Yang 2021).

Herbicidy maji také vyznamny vliv na rist a vyvoj samotnych plodin, zejména pfi
pouziti ve vyssich koncentracich. Vysoké koncentrace herbicidi mohou potlacit kliceni semen,
zpomalit rist kofenil a vyhonkt, zpisobit chlorézu v disledku sniZzené produkce chlorofylu

a narusit fyziologické procesy rostlin (Gar’kova et al. 2011).
2.1.4 Rozdéleni herbicidi dle doby aplikace a typu tG¢inku na rostlinu

Herbicidy se rozdéluji dle doby jejich aplikace na preemergentni a postemergentni.
Preemergentni herbicidy se aplikuji pfed vzejitim plodiny nebo pleveld, bud’ piimo do pidy
nebo na mladé sazenice plevell. Jejich ucinnost je zajisténa interakci s ptidnim prostiedim, kde
se mohou vézat na organické latky diky své lipofilit€. Tento typ herbicidi je dalezitym
nastrojem v boji proti rezistenci plevelli, protoze piisobi na riznd mista t¢inku, ¢imz snizuje
riziko vzniku rezistence. Naopak postemergentni herbicidy se aplikuji na jiz vzrostlé rostliny,
kde jsou absorbovany predevsim listy a stonky. Uspésné proniknuti téchto herbicidi voskovitou
bariérou listil je zajiSténo jejich lipofilitou, ackoli nékteré jako je glyfosfat, mohou byt
1 hydrofilni. Dale se herbicidy d¢€li na kontaktni a systémové podle jejich schopnosti pohybu
v rostliné. Kontaktni herbicidy ptisobi rychle a lokalizované na povrchové Casti rostlin, zatimco
systémové herbicidy jsou rozvadény po celé rostling, coz zajistuje jejich vyssi G€innost pii

likvidaci plevelt (Krdhmer et al. 2021).



2.1.5 Prijem a transport herbicidu v rostliné

Uginnost herbicidd je zasadné ovlivnéna jejich schopnosti efektivné proniknout do
rostlinnych bun¢k a akumulovat se v cilovych tkanich. Tento proces je ovliviiovan fadou
faktorti, jako je pfijem herbicidl, jejich translokace v rostliné, mechanismus uc¢inku,

metabolismus a klimatické podminky (Colquhoun 2011, Hamouzova ef al. 2021).

Herbicidy mohou byt pfijimany do rostliny prostfednictvim listl, kofenti nebo
kombinované. Preemergentni herbicidy, které se aplikuji do pady, jsou absorbovany hlavné
koteny, pfedev§im kotfenovym vlaSenim. Vlhkost v ptid¢ je zasadni, nebot’ zvySuje dostupnost
herbicidii v ptidnim roztoku. Nicmén€, bariéry v kotfenech, jako jsou Casparyho prouzky,
mohou snizit piijem herbicidl tim, Ze omezuji volny pohyb latek. Naopak postemergentni
herbicidy jsou aplikovany pfimo na listy. Efektivitu jejich absorpce lze zlepsit pouzitim
povrchove aktivnich latek, které snizuji povrchové napéti kapek a usnadiiuji jejich prinik pies

kutikulu listu (Colquhoun 2011).

Po pfijmu herbicidl néasleduje jejich transport v rostlin€ prostiednictvim dvou hlavnich
systémll — xylému a floému. Lipofilni herbicidy jsou rychle absorbovany, avSak pro G¢innou
translokaci je nezbytna jejich urcitd rozpustnost ve vodé. Kontaktni herbicidy, aplikované na
povrch rostlin, se pohybuji minimalné a ptisobi rychle na mist¢ aplikace. Naopak preemergentni
herbicidy, aplikované do piidy, jsou transportovany xylémem spolu s vodou, coZ umoziuje
jejich distribuci do riznych casti rostliny. Pfipady rezistence z diivodu omezené translokace
xylémem nejsou pfili§ bézné. Herbicidy aplikované na listy se dostavaji do floému a jsou
distribuovany do kofenti a dalSich ¢asti rostliny. Tento proces je pomalejsi, protoze herbicidy
musi projit plasmodesmy, coz miiZe trvat 2 az 3 tydny. Pomalejsi transport pfes plasmodesmy
muze snizit u¢innost herbicidl a zvysit riziko vzniku rezistence (Colquhoun 2011, Hamouzova
et al. 2021, Krahmer et al. 2021). Po absorpci a transportu v rostliné je nezbytnym krokem
detoxifikace a rozklad herbicidu. Tento proces zahrnuje rtizné biochemické reakce, jako je
oxidace, redukce, hydrolyza a konjugace s glutathionem a dalSimi latkami. Kromé& enzymu se
na detoxifikaci podileji také signalni molekuly a fytohormony, jako je kyselina salicylova.
Timto zptsobem se rostlina chrani pfed toxickymi U¢inky a environmentadlnim znecisténim.
(Zhang & Yang 2021). Dalsi zajimavou oblasti vyzkumu v souvislosti s metabolismem jsou
epigenetické mechanismy, jako metylace DNA a modifikace histont, které mohou ovlivnit

genovou expresi a hrat roli v adaptaci rostlin na herbicidy (Zhang & Yang 2021).



Spotieba herbicidil je v soucasnosti velmi vysokd. Nejvétsim producentem a vyvozcem
pesticidi a druhym nejvétsim spotiebitelem je Cina. Kazdoroéné spotiebovava az 1,8 milionu
tun pesticidi roéné (Zhang & Yang 2021, Zhang et al. 2011), z ¢ehoz herbicidy tvori
vyznamnou ¢ést této spotfeby. Hlavni plodinou, na kterou jsou zde pesticidy pouzivany, je ryze.
Nadmérné pouzivani herbicidi vede casto ke kontaminaci vodnich zdroji a pudy, coz se
projevuje naptiklad detekci isoproturonu, bézného herbicidu, v koncentracich prekracujicich
bezpecnostni limity. Nadmérné pouzivani herbicidi podporuje jejich transport prostfednictvim
destovych srazek, vyplavovani nebo povrchovym odtokem, ¢imz se zvySuje rozsah znecisténi.
Nespravnym pouzivanim herbicidd mize dojit ke kontaminaci plodin a nésledn¢ ohroZeni
zdravi ¢loveka pii jejich poziti. Jako disledek mohou vzniknout rizné chronicka onemocnéni,
jako je rakovina, cukrovka, mize dojit i k porucham plodnosti (Zhang & Yang 2021, Zhang
etal 2011).



2.1.6 Mechanismy ucinku herbicidi

Pro herbicidy existuje také klasifikace dle jejich mechanismu uc¢inku (Obr. 1). Nese
nazev HRAC, a to po odborné skupiné€ s nazvem Herbicide Resistance Action Committee, ktera
se timto rozdélenim zabyva. V soucasnosti se pouziva 24 zakladnich mechanismu G¢inku, které
musi byt vzdy uvedeny na obalu pfislusného herbicidu, aby nedochazelo k opakovanému

pouzivani herbicidl pouze s jednim mechanismem ucinku (Hamouzova et al. 2021).

Klasifikace nejpouzivanéjsich herbicidi podile hlavnich
mechanismu Géinku a rizika vzniku rezistence
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Obrazek 1 Klasifikace herbicidii dle systéemu HRAC — prevzato z: Hamouzova et al.
2021

Aby se vSak herbicidni G¢inek projevil, musi herbicid v pfislusné koncentraci, 1 kdyz
casto komplikovanym postupem, proniknout do rostlinnych bunék a jejich organel a navazat se
na pfislusny cilovy enzym. Tento proces zahrnuje inhibici a naruseni n¢kterych biochemickych
cest nezbytnych pro zivot rostlin. Ackoli je zndmo vice nez 30 riznych mechanismii t¢inku
herbicidd, hlavnimi cilovymi misty jejich plisobeni jsou fotosystém II, bunééné déleni, regulace

ristu a syntéza rostlinnych pigmenti (Hamouzova et al. 2021).



2.1.6.1 Inhibitory acetolaktatsyntazy

vvvvvv

diky jejich schopnosti plisobeni na Siroké spektrum plevelll a vysoké selektivité. ALS je
kliCovym enzym v biosyntéze aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (leucinu, isoleucinu,
valinu), ktery se vyskytuje pouze u rostlin a nékterych mikrobti, nikoliv u Zivocichl. Je
inhibovan herbicidy skupiny B (dle HRAC), véetné sulfonylmocovin, triazolopyrimidind,
imidazolinond, pyrimidinylbenzoati a sulfonylaminokarbonyltriazolinontl. I kdyz ma kazdy
z nich trochu jiny zptsob vazby, jedna se stale o jeden mechanismus u¢inku (Hamouzova et al.
2021, Das et al. 2009, Lian et al. 2019, Yu et al. 2017). Hlavni pfi¢inou vzniku rezistence na
tuto skupinu herbicidii je zména vazebného mista na cilovém enzymu (Hamouzova et al. 2021,

Cruz-Hipolito ef al. 2013).
2.1.6.1.1 Tribenuron-methyl (TBM)

Tribenuron-methyl (TBM, Obr. 2), komer¢né¢ dostupny jako Granstar nebo Express, je
herbicid pattici do skupiny sulfonylmocovinovych latek, ktery se Siroce vyuziva v zemedelstvi,
zejména pii ochrané obilnych plodin. Tento herbicid, patiici dle HRAC do skupiny 2, ptisobi
jako specificky inhibitor enzymu acetolaktatsyntdzy (ALS), kli¢ového enzymu v biosyntéze
rozvétvenych aminokyselin. Inhibici tohoto enzymu TBM ucinné blokuje bunééné deleni
u citlivych plevell, coz vede k jejich rychlému odumfeni. Rostlina tento herbicid rychle
absorbuje prostrednictvim listl a kofent, ¢imz je zajiSténa jeho efektivitu a G¢innost, nasledné
dochazi k jejimu odumfeni, a to ¢asto jiz béhem 2-3 hodin po aplikaci. Na druhou stranu se
ucinnost herbicidu vyrazn€ snizuje jiz po 1 az 7 dnech (Duman et al. 2010, Gar’kova et al.

2011, Rachedi et al. 2018, Kokojka et al. 2021).

TBM je primarné postemergentni herbicid, coz znamena4, ze se aplikuje po vzejiti plodin
a pleveld. Tento zptsob aplikace z néj ¢ini vysoce ucinny nastroj pro hubeni Sirokolistych
plevell v polich s obilovinami, na pastvinach a plantazich. Krom¢ postemergentniho pouziti je
TBM registrovan také pro preemergentni aplikace, tedy pouziti pied vzejitim plodin, coz
umoziuje jeho flexibilni vyuziti v riznych fazich rstu plodin. Jako systémovy herbicid je TBM
absorbovan koteny 1 listy rostlin a nasledné se distribuuje po celé rostlin€, coz zvysuje jeho

ucinnost pii hubeni plevelt (Mukherjee ef al. 2015).



Diky nizkému davkovému ti¢inku a minimalni toxicite pro plodiny, zvifata a lidi je tento
herbicid povazovan za bezpecny a efektivni nastroj v zemédélstvi (Kokojka ef al. 2021, Oztetik

2010).

TBM se vyuZiva nejen pro své herbicidni vlastnosti, ale také pro schopnost indukovat
samc¢i sterilitu u riznych druhtt brukvovitych rostlin (Brassicaceae), celedi, do které
zahrnujeme 1 Arabidopsis thaliana. Tento gametocidni ucinek je dualezity zejména pro
Slechtitele rostlin pii vytvafeni hybridnich linii, které vykazuji fenomén heterdzy, jev, pii
kterém potomci prevysSuji své rodi¢e ve vynosnosti a dalSich vlastnostech. Expozice malym
mnozstvim TBM vede k naruseni tvorby pylu, coz zplisobuje samci sterilitu a ma nepiiznivy
vliv na rostlinnou reprodukci. Proto je i pfes skutec¢nost, Ze je TBM velmi cennym nastrojem
ve Slechténi rostlin, dulezit¢ dikladné zvazit jeho pouziti z divodu negativnich dopadii na

reprodukcti rostlin (Yu ef al. 2017).

Aplikace TBM zptisobuje fadu morfologickych a fyziologickych zmén u rostlin, jako je
chloroticka 1éze na mladych listech, kumulace anthokyanidu, snizeni vysky rostlin a deformace
kvétd. Daéle je ucinkem tohoto herbicidu sniZzovana rychlost fotosyntézy (nevyvinuté
chloroplasty, jejich grana tenkd) a blokovan bunéény cyklus, v pupenech vice nez v listech,
z divodu vyssi aktivity ALS v rychle rostoucich pletivech. Rovnéz bylo zjisténo, ze TBM
indukuje exprese nékterych detoxikacnich a obrannych gentl, véetné téch, které se podileji na

metabolismu 1é¢iv v rodin€ cytochromu P450 (Yu et al. 2017, Lian et al. 2019).

TBM miize potencidlné kontaminovat podzemni a povrchové vody a negativné ovlivnit
pudni mikrofléru. Jednim z problémt spojenych s aplikaci TBM je jeho vliv na mikrobidlni
spoleCenstva v pudé. Naptiklad actinobakterie, které jsou zndmé svou odolnosti vuci
xenobiotikiim, mohou byt negativné ovlivnény timto herbicidem. To vede ke snizeni poctu
téchto uzite¢nych mikroorganismii v pade. Nicménég, piidani glukézy do kontaminovaného
prostiedi zlepSuje schopnost mikroorganismti rozklddat TBM. Tento proces naznacuje, ze
bakterie mohou pfispét k ¢aste¢nému rozkladu TBM tim, Ze vytvareji kyselé podminky, které
jsou nezbytné pro jeho hydrolyzu (Rachedi et al. 2018). Chemicka hydrolyza spolu
s mikrobidlni degradaci patii mezi dv€ hlavni cesty degradace sulfonylmocovin v pade

(Mukherjee et al. 2015).



Obrazek 2 Struktura tribenuron-methylu: methyl 2-[[(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl)-
methylcarbamoyl]sulfamoyl]benzoat (Web 1)

2.1.6.2 Inhibitory fotosyntézy

Herbicidy inhibujici fotosystém II (PS II) maji zasadni vyznam pii regulaci plevelt
v zemé&délskych plodinach po celém svété. Fotosyntéza, klicovy proces, kterym rostliny
preménuji svételnou energii na chemickou, pfedstavuje idedlni cil pro herbicidy, nebot’ je
provadéna vyhradné rostlinami. Inhibitory fotosyntézy jsou rozdéleny do nékolika skupin,
z nichz tfi (skupiny 5, 6 a 7) ovliviiuji fotosystém II, zatimco jedna skupina (22) ptisobi na

fotosystém I (Hall ez al. 1999). Mista ptisobeni herbicidil jsou znazornéna na Obr. 3.

Herbicidy skupiny PS II blokuji tok elektron v thylakoidni membrané chloroplastii tim,
ze soutézi s plastochinonem o vazebné misto (Qs) v reakénim centru fotosystému II (P680).
Tim brani pfenosu elektront na plastochinon, ¢imz se narusuje elektronovy transport v procesu
fotosyntézy. To vede k hromadéni energie v chlorofylu a nasledn¢ k produkci toxickych
radikalid kysliku, které poskozuji proteiny a membrany chloroplastii, coz v konecném disledku
zpisobuje chlordzu, nekroézu a smrt rostlin (Hall et al. 1999, Teixeira et al. 2024). Vazba
herbicidii na QB misto proteinu D1 mize vést k fotoposkozeni PSII dvéma zplsoby, jednak
tim, Ze brani fotochemické reakci a jednak se vaZou se na protein D1 a urychluji degradaci
proteinu (Singh & Tiwari 2020). Rtzné herbicidy maji odlisné G¢inky v zavislosti na tom, zda
ovliviiuji akceptorovou nebo donorskou stranu fotosystému II. Inhibitory PS II, jako jsou
triaziny a fenylmocoviny, stabilizuji specifické proteiny v PS 11, coZ poméha chrénit fotosystém
pied fotodestrukci (Zharmukhamedov & Allakhverdiev 2020). Herbicidy tedy interferuji se
svételnou reakci fotosyntézy, pfiCemz nejvétsi poskozeni se projevuje ve fotosystému II,

zatimco fotosystém I je poSkozen méné (Singh & Tiwari 2020).

Fyzikéalné-chemické vlastnosti téchto herbicidii, véetné jejich rozpustnosti ve vodé

a adsorpce v pad¢, maji zdsadni vliv na jejich ucinnost a environmentalni rizika.



Herbicidy skupiny PS II jsou ¢asto slabé kyseliny s dobrou rozpustnosti ve vod¢, coz usnadiuje
jejich pohyb v plidnim profilu, ale také zvySuje riziko vyplavovani do podzemnich vod,
zejména v pudach s nizkym obsahem organické hmoty. Translokace téchto herbicida
v rostlinach je omezena, jelikoz jsou Spatné transportovany floémem a koncentruji se prevazné
v listovych tkanich. Inhibitory PS II jsou diky svému rychlému u¢inku a Sirokému spektru
ucinnosti oblibené pii kontrole jednoletych plevelti v ranych fazich rastu plodin, jako jsou
kukufice, s6ja a obilniny. Selektivita téchto herbicidl vii¢i plodindm je zaloZena na schopnosti
téchto plodin rychle je metabolizovat na netoxické produkty, coz minimalizuje jejich negativni

dopad na plodiny (Hall et al. 1999).

Vsechny tyto herbicidy funguji tak, ze pieruSuji fotosyntézu. Existuji tfi vazebna mista
na proteinu D1, A, B a C. Herbicidy vazici se na misto A (triaziny, uracily) a B (fenylmocoviny)
se aplikuji prednostné do ptudy a jsou translokovany hlavné v xylému. Nékteré herbicidy, vazici
se na misto C (benzothiadizoly), vSak umoziiuji aplikaci postemergetné na listy, a to kontaktnim

plsobenim, bez dalsiho pohybu v rostling (Teixeira et al. 2024).

Mezi inhibitory PS II patii také isoproturon, ¢len skupiny B, ktery bude podrobné&ji

diskutovan v nasledujici kapitole.
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Obrazek 3 Piisobeni herbicidii na riizné cile svetelné reakce — Prevzato z: Singh & Tiwari 2020

Cislem 2,3 je oznaceno misto piisobeni inhibitorii fotosystému I, vcetné isoproturonu, cislem 4

oznaceno misto pusobeni inhibitorii fotosystemu 1.



2.2.6.1 Isoproturon

Isoproturon (Obr. 4), patiici do skupiny substituovanych moc€ovin a klasifikovany podle
HRAC jako inhibitor fotosystému II (skupina 5), je jednim z nejucinnéjSich selektivnich
herbicidii pouzivanych piedevSim na kontrolu jednoletych trav a Sirokolistych pleveld na
psSeni¢nych polich. Jeho herbicidni Gc¢inek je zalozen na inhibici fotosyntézy, kde narusuje
elektronovy transportni systém v chloroplastech citlivych rostlin (Azab et al. 2020, Hassan

& Nemat Alla 2020, Jursik et al. 2010).

Isoproturon pisobi tim, Ze se vaze na serin 264 v D1 proteinu fotosystému II, ¢imz
blokuje tok elektront béhem fotosyntézy. U nékolika herbicidi, v€etné isoproturonu, jsou tyto
toxické ucinky na fotosyntetické organismy podporovany produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS). Jejich vznik je zplisoben pfenosem elektronti na molekularni kyslik ve fotosystému I
a II. Nésledkem je tvorba superoxidovych radikali (O2e—), peroxidu vodiku (H202)
a hydroxylovych radikala (OHe). ROS mohou také vznikat pfenosem excitacni energie
z tripletového chlorofylu na molekularni kyslik, coz vede k tvorbé singletového kysliku (102).
Tyto reaktivni formy kysliku zplsobuji oxidativni stres v bunikach, coZz méa za nasledek
peroxidaci lipidQ, poskozeni membran, inaktivaci enzymu a naruseni zivotaschopnosti bunék

(Hassan & Nemat Alla 2020).

Navzdory své u¢innosti ma isoproturon nékolik nevyhod, zejména v souvislosti s jeho
dopadem na Zivotni prostifedi. Vzhledem k jeho rozsahlému pouziti v zeméedélstvi jsou rezidua
tohoto herbicidu casto detekovana v piid€ a podzemnich nebo povrchovych vodach. Pfitomnost
isoproturonu v zZivotnim prostfedi miZze mit negativni dopady na vodni organismy, v¢etné fas,

mikrobtli a bezobratlych.

Pro snizeni akumulace isoproturonu v pSenici se ukazalo jako efektivni vyuziti kyseliny
salicylové (SA), kterd podporuje jeho rychlejsi degradaci. Rostliny, véetné pSenice, vyuzivaji
glykosyltransferdzy (GT) k pfeméné isoproturonu na mén¢ toxické formy konjugaci s glukézou
a glutathionem. Nedavné studie ukazuji, Ze aplikace kyselina salicylova miZe zlepSit odolnost
rostlin vi¢i isoproturonu a zvysit mikrobidlni aktivitu v rhizosféte, coz podporuje degradaci
zbytki tohoto herbicidu v pad€é. Tento pfistup je uZiteCny pro péstovani pSenice
v kontaminovanych ptidach a miize pfispét k minimalizaci akumulace isoproturonu na bezpecné
urovné (Azab et al. 2020, Lu et al. 2015). Kyselina salicylova miize také iniciovat expresi
skupiny genti koduji glykosyltransferazy, které jsou dulezité pro metabolismus a detoxifikaci

isoproturonu. Timto zplisobem se kyselina salicylova podili na metabolismu herbicidti s pomoci



exprese obrannych genti. Podobné metyljasmonat, dalsi rostlinny hormon, rovnéz ovliviluje

metabolismus isoproturonu (Lu et al. 2015, Zhang & Yang 2021).

Kromé¢ toho se isoproturon vyznacuje genotoxickymi t¢inky a potencialem narusovat
endokrinni systém, coz vyvolava dalsi obavy o jeho bezpecnost. V procesu detoxikace
isoproturonu v rostlindich hraje vyznamnou roli jeho konjugace s glukosylovymi nebo
malonylglukosylovymi skupinami, coz zvySuje jeho rozpustnost a usnadfiuje jeho eliminaci
z bun¢k. Je zajimavé, Ze pfi aplikaci isoproturonu spolu s kyselinou salicylovou je aktivita
glykosyltransferdz niZsi nez pii aplikaci samotného isoproturonu, coz naznacuje, Ze herbicid

sam stimuluje produkci téchto enzymii (Lu et al. 2015, Azab et al. 2020).

Vyznamné jsou také fytoremediacni technologie, s pouzitim napf. transgennich rostlin,
které obsahuji lidsky cytochrom P450-1A2. Tento gen zvySuje schopnost rostlin metabolizovat
isoproturon, coz zlepsuje jejich odolnost viici Skodlivym ucinkiim herbicidu. Rostliny bez
tohoto genu jsou vice nachylné k poSkozeni fotosyntetickych procest, coz ukazuje na potencial
téchto technologii pro Cisténi kontaminovanych oblasti (Azab et al. 2020). Ve studii bylo
popsano, Ze u transgenni ryze, kde byla zvysena exprese genu GT, doslo k tplnému odstranéni

isoproturonu z rostliny (Zhang & Yang 2021).

Rovnéz bylo zjisténo, Ze mikrobidlni degradace mize hrat vyznamnou roli
v odstraiiovani isoproturonu z prostiedi. Né&které bakterie, jako jsou Sphingomonas
a Pseudomonas aeruginosa, izolované z kontaminovanych lokalit, prokazuji schopnost
rozkladat isoproturon. Ptidani uhliku do prostfedi podporuje jejich riist a zrychluje degradaci
herbicidu, coZ naznacuje, ze mikrobidlni aktivita mtize hrat kliCovou roli v odstranovani

isoproturonu z prosttedi (Azab et al. 2020).
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Obrazek 4 Struktura isoproturonu. 3-(4-Isopropylphenyl)- 1, I-dimethylurea (Web 2)



2.2.7 Herbicidni rezistence

Herbicidni rezistence je dédi¢na schopnost rostlin, predevsim plevell, odolavat takové
davce herbicidu, kterd by za normalnich okolnosti danou rostlinou populaci potlacila (Jursik
et al. 2011). Existuje i pfirozena tolerance, kterd je pfi¢inou nizké odolnosti naptiklad u druht,
které ptezivaji po oSetfeni herbicidu diky tomu, Ze vzejdou pozdéji. Také u druhti, které mayji
velkd semena, vzchazeji z vétsi hloubky, a tudiz se k nim preemergentni herbicid nedostane.
U jinych druhii se naptiklad projevuje sniZzena schopnost herbicid piijimat a translokovat.
Z celkového mnozstvi herbicidu, které rostlina pfijima, se dostane na cilové misto pouze mala
cast (0,1 %) jeji ucinné latky. Je to ovlivnéno mnoha faktory, jako jsou vlastnosti a genetika
daného druhu plevele, klimatické podminky, chemickych vlastnostech herbicidu a jeho davce.
Zasazenim populace nizs$i davkou herbicidu mize vést k riznym genetickym modifikacim

a rozvoji herbicidni rezistence (Hamouzova et al. 2021).

Rezistence je oproti pfirozené odolnosti ur¢ité¢ho druhu plevele, vyvolana opakovanou
aplikaci herbicidu. RozliSujeme ji na rezistenci zkiiZenou (cross-resistence), ktera vznika,
pokud je jedinec rezistentni vic¢i jednomu ¢i vice herbicidim pusobicich pouze jednim
mechanismem ucinku a vicenasobnou (multiple resistence), kdy je populace rezistentni viici
herbicidiim ucinkujicich na rGznych mistech (Hamouzova et al. 2021, Jursik et al. 2011).
Rezistence predstavuje vaznou hrozbu pro udrzitelnost zemédé€lstvi na celém svété. Pro
efektivni zvladani tohoto problému je kli¢ové porozumét mechanismiim, které tuto rezistenci
zpusobuji. Konkrétné je dilezité se zamétit na dva hlavni typy, a to na rezistenci specifickou
(target-site resistence, TSR) a nespecifickou (non-target site resistence, NTSR). Detailné;si
pochopeni téchto mechanismli ndm umoZni navrhovat U¢inngjs$i strategie pro kontrolu

rezistentnich populaci plevelt, a tim zajistit dlouhodobou uc¢innost plevela.
2.2.7.1 Specificka rezistence (target-site rezistence, TSR)

Specificka rezistence, znama také jako rezistence cilového mista (target-site rezistence,
TSR), vznikd v disledku zmén ve struktufe vazebného mista herbicidu, obvykle na enzymu,
coz vede ke snizené afinité herbicidu k tomuto mistu. Tyto strukturalni zmény jsou zptsobeny
substituci aminokyselin v jedné nebo n€kolika moznych pozicich v cilovém proteinu herbicidu

(Hamouzova ef al. 2021).

Prikladem specifické rezistence je rezistence ke skuping€ inhibitorti acetolaktat syntazy

(ALS), kterou jsme podrobné prozkoumali vysSe. Tento typ rezistence je zptisoben mutaci genu,



ktery koduje pravé tento enzym. Takovych mist, ve kterych k takové mutaci dochazi, bylo
doposud popsano sedm. Lisi se jinym stupném rezistence. Nejcastéji ke zménam dochazi
v misté Pro 197 (Jursik et al. 2011). Rezistence se projevit také zvySenou expresi cilového
enzymu, coZz zpusobi, Ze pocet molekul herbicidu neni dostate¢ny k usmrceni buiky

(Hamouzova et al. 2021).
2.2.7.2 Nespecificka rezistence (non-target site rezistence, NTSR)

V poslednich letech bylo zjisténo, ze k rychlé rezistenci pfispiva také rezistence
nespecifickd, které se vyznacuje mechanismy piisobicimi mimo cilové misto herbicidu. Tyto
mechanismy vedou ke snizeni koncentrace herbicidu v cilovém misté, coZ umoznuje plevelim
prezit 1 pfi aplikaci standardnich dévek herbicidi. NTSR je zejména rozSifend u skupin
herbicidi HRAC 9 a HRAC 1. Tyto skupiny zahrnuji inhibitory ALS (acetolaktat syntazy)
a inhibitory ACCazy (acetyl-CoA-karboxylazy), kde je rezistence Casto spojena se zvySenym

metabolismem herbicidl nebo jejich translokaci uvnitf rostliny (Hamouzova et al. 2021).

Mechanismy NTSR jsou Casto spojovany se sekundarnim metabolismem, jelikoz jsou
po aplikaci herbicidu rostlinou vyuzivany stejné mechanismy jako pfi reakci rostlin na abioticky
stres. Rozsah, v kterém bude odpovéd’ vyvolana, zavisi na genetické variabilité citlivosti
danych jedinct a mechanismech pouzitych herbicidli. Mechanismy se po aplikaci herbicida
1181, u glyfosfatu je béZna zmeéna v translokaci herbicidu, zatimco u inhibitord ALS a ACCézy
je znam naopak zvySeny metabolismus. NTSR je zvlast€¢ problematickd, protoze zahrnuje
obecné stresové mechanismy, které mohou vést k rezistenci vici herbicidim s odliSnymi
mechanismy ucinku. Opakovand aplikace jednoho typu herbicidu mize v dlouhodobém
horizontu podpofit rozvoj rezistence vici jinym herbicidiim, coz vyrazné komplikuje kontrolu
pleveld. Tradi¢ni strategie prevence rezistence, jako je rotace herbicidii nebo pouzivani smési,
se v kontextu NTSR mohou stat paradoxné kontraproduktivnimi, protoZe silna selekce pro tyto
nespecifické mechanismy miize ve skutecnosti vést k vysSi mife rezistence. NTSR je
vyznamnym problémem pfi likvidaci pleveld, které se dokazou navzdory aplikacim herbicidu
mnozit a prezivat. Je t¢zké odlisit rezistentni druhy od citlivych. Nastésti bylo vyvinuto mnoho
metod, jak Ize toto rozliSeni povést. Rezistence je testovdna pomoci rastovych eseji, na zakladé

kterych se da urcit 1 stupen rezistence (Jursik et al. 2011, Hamouzova et al. 2021).

Tento typ rezistence byl prokdzan u Ctyi genovych rodin, a to u gent kddujicich
cytochromy P450 (CYP), glutathion-S-transferazy (GST), glykosyltransferaz a ABC

transportéry. Tyto mechanismy spolupracuji pifi detoxifikaci herbicidii a zajiStuji odolnost



pleveld vici vice herbicidim. Jakmile je rezistence v populaci plevelil vyrazné zvySena, mize
se rychle $itit do dalSich populaci prostfednictvim pylu nebo semen a miize byt také prenesena
na jiné druhy prostfednictvim hybridizace (Yuan et al. 2007). Globalni rozsifeni rezistentnich
biotypt je alarmujici, k dneSnimu dni bylo dokumentovéano vice nez 532 ptipadi rezistentnich
pleveld vii¢i riiznym herbicidim v 72 zemich po celém svéte. U plevell se vyvinuta rezistence
vici 21 ze 31 znamych mist plsobeni herbicidii a vici 168 rliznym typim herbicidiim.

(Van Etten et al. 2020, Yuan et al. 2007, web 3).

Jsou vyvijeny také safenery na ochranu plodin, jejichz aplikace stimuluje expresi
urcitych gend, véetné téch, které koduji enzymy CYP, GST a ABC transportéry, coz vede
k indukci detoxifikacnich procesii. Bylo prokazéno, Ze rizné geny P450 mohou pfispivat
k rezistenci vli¢i n¢kolika herbicidim, pficemz jediny gen pro P450 v transgennich rostlinach

muze poskytnout odolnost az vii€i 13 raznym herbicidiim (Yuan et al. 2007).

Pro pochopeni mechanismu rezistence a vyvoj u¢innéjSich herbicidi, stejné jako pro
ziskani informaci uzite¢nych pro fytoremediaci a detoxifikaci, je klicové zjistit, co je ptfic¢inou
této rezistence. Je nezbytné urcit, zda je rezistence vysledkem regulace genové transkripce,
zvyseni aktivity enzymi, nebo zmény substratové specifi¢nosti, a zda zvysena aktivita enzymi
souvisi s konkrétnimi mutacemi. Objev genu zapojenych do téchto procesii bude zasadni pro

efektivni feSeni problému necilovych mechanismut herbicida (Yuan et al. 2007).



2.2.8 Metabolismus a detoxifikace herbicidu v rostlinach

Herbicidy, které jsou aplikovany na rostliny, podléhaji komplexnimu procesu
metabolismu a detoxifikace, ktery zahrnuje nékolik fazi. Tento proces je kli¢ovy pro snizeni
toxicity herbicidl a jejich efektivni odstranéni z organismu rostliny (Zhang & Yang 2021,

Carvalho et al. 2009).

V 1. fazi dochézi k primarni transformaci herbicidd, kde jsou molekuly rozlozeny na
mén¢ toxické formy. Tento krok zahrnuje oxidaci, redukci a hydrolyzu a je fizen enzymy jako
jsou cytochromy P450 (CYP), hydrolazy a peroxiddzy. Tyto enzymy piipojuji kyslik
k hydrofobnim substratim, ¢imz zvySuji jejich hydrofilitu a pfipravuji je na dalsi faze

detoxikace (Carvalho ef al. 2009).

Béhem II. faze, kterd zahrnuje konjugaci, se herbicidy vazi na rizné latky, jako je
glutathion (GSH), cukry a aminokyseliny, coz je ¢ini vice rozpustnymi ve vodé a méné
fytotoxickymi. Mezi nejdulezitéjsi reakce této faze patii konjugace s GSH, jelikoz se vyskytuje
u rostlinnych druhti velmi Casto, a to predevsim u luSténin, jako je fazol ¢i s6ja. Za konjugaci
GSH s metabolity herbicidlii je zodpovédnéd glutathion—S—transferaza (GST). Po konjugaci
s glutathionem jsou tyto komplexy transportovany do vakuol. VétSina herbicidli reaguje s thioly,
jako jsou pravé glutathion a cystein, avSak afinita k thioltim z&visi na typu herbicidu. Naptiklad
reakce s nami zkoumanym isoproturonem je téméf nemoznéd z divodu jeho nizké afinity
k thiolim. GST jsou pfitomny v kazdé fazi rostlinného vyvoje. Mezi herbicidy konjugované
timto zplUsobem patii zejména herbicidy ze skupin sulfonylmocovin, imidazolinont,
aryloxyfenoxy-propionatil, triazinli a chloracetanilidu (Carvalho et al. 2009, Yuan et al. 2007,
Zhang & Yang 2021). Dal$im castym typem u rostlin je konjugace s gluk6zou. Jsou za ni
zodpovédné enzymy nazyvané glykosyltransferdzy (GT), které podobné jako GST mohou
konjugovat za pomoci glykosylaci specifickych skupin herbicid pifimo (Carvalho et al. 2009,
Yuan et al. 2007). Jelikoz je jedna z rodin glykosyltransferaz pfedmétem této prace, budu se

jimi zabyvat podrobné&ji v jedné z nasledujicich kapitol.

Dilezitou souc¢ésti druhé faze metabolismu je detoxifikaéni proces, zvany acetylace. Pro
metabolizaci herbicidii ma klicovou roli acetyltransferaza. Po pfipojeni acetylové skupiny
(-COCH3) na molekulu herbicidu, se zvySuje jeji hydrofilni povaha, je tedy lépe rozpustna ve
vod¢ a herbicidy se snaze vylucuji (Zhang & Yang 2021). Metylace je klicovy biochemicky
proces u rostlin, ktery je katalyzovan methyltransferazami S-adenosylmethioninu (SAM) jako

donorem methylu (Zhang & Yang 2021).



Ve III. fazi dochazi k sekundarni konjugaci, ktera vede ke vzniku nefytotoxickych
slouenin a jejich aktivnimu transportu do vakuol pomoci ABC transportéri. ABC
(ATP-binding casette) transportéry jsou membranové proteiny, které slouzi k transportu
molekul. K tomu je zapotiebi energie z ATP. Kromé pienosu chemickych latek, jako jsou cukry,
aminokyseliny, 1éCiva, se také podili na transportu herbicidd. U genti, které tyto transportéry

koduji byla popsana indukce herbicidy (Carvalho et al. 2009, Zhang & Yang 2021).

Faze IV zahrnuje asociaci herbicidnich molekul se slozkami bunééné stény. Tato faze
zahrnuje dalSi zpracovani herbicidd, které jiz proSly predchozimi fazemi metabolismu.
Herbicidy obsahujici specifické radikaly mohou byt konjugovany piimo a jejich metabolismus

se aktivuje az v této fazi (Carvalho et al. 2009).

Diferencialni metabolismus herbicidii je klicovym faktorem urcujicim selektivitu
herbicidd, tedy schopnost cilen¢ eliminovat plevele bez negativniho dopadu na plodiny. Tento
proces je zalozen na rozdilné enzymatické aktivité, kdy plodiny disponuji specifickymi enzymy,
jako jsou cytochrom P450 a glutathion S-transferazy (GST), které umoziuji rychlou
detoxifikaci herbicidnich latek. Plevele, které tyto enzymy v dostate¢né mife nemaji, jsou

naopak vici herbicidiim citlivéjsi a podléhaji jejich ucinku (Carvalho et al. 2009).

Fytotoxicita se projevuje, kdyZ rostlina nedokéze efektivné detoxikovat aplikovany
herbicid, a to vede k poskozeni rostlinnych tkani. Tento stav nastava, kdyz kapacita rostliny
k detoxikaci herbicidu je pfekroCena, coz se mliZze projevovat riznymi formami fytotoxicity,
vcetné strukturalnich poSkozeni jako chlordéza a nekréza, ¢i fyziologickych ucinkl jako
zpomaleni ristu. Proces detoxikace herbicidii je energeticky naro¢ny a pokud plodina neni
schopna efektivné zpracovat herbicid, miize to negativné ovlivnit jeji vynosy. Pro minimalizaci
rizika fytotoxicity a zajiSténi optimalnich vynost plodin je nezbytné piesné dodrzovat
agronomicka doporuceni pii aplikaci herbicidii a zvySovat povédomi péstitelli o spravném

pouzivani téchto chemickych latek (Carvalho et al. 2009).



2.2 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) je drobna dvoudélozna rostlina, ktera patii
do ¢eledi brukvovitych (Brassicacae). Je typickd drobnymi bilymi korunnimi listky, pfizemni

listovou riizici a pfimou lodyhou dosahujici vysky 5-30 cm (Stépanek 1992).

Jako plevelna rostlina roste na riznych stanovistich, jako jsou pole, okraje cest nebo na
skalnatych a kamenitych svazich. V Ceské republice je rozsifena na celém tzemi s preferenci
pro termofytikum a mezofytikum. Vyskytuje se nejen v Evropé, ale také v Severni Americe,

jizni a vychodni Africe, zdpadni Asii, Japonsku &i v Australii (Stépanek 1992).

Tato rostlina se pouziva jako modelovy objekt v genetice diky své velikosti a struktufe
genomu. Jeji genom byl kliovy pro dosazeni prvni kompletni sekvence DNA rostlin, k niz
doslo roku 2000. 4. thaliana obsahuje 25 498 gent, které koduji ptes 11 000 riznych proteind,
coz odrazi Siroké spektrum biologickych funkci a procest, které tato rostlina vykonava

(The Arabidopsis Genome Initiative 2000, Repkova 2007).

Genom této modelové rostliny je relativné maly a velikosti srovnatelny s genomem
modelového ZivociSného organismu octomilky obecné (Drosophila melanogaster). Je asi
26x men$i nez genom cloveka a jeho velikost odpovida 125 Mb (megabazi). V jadru genomu
se nachdzi 5 pari chromozomii. Poznani kompletni sekvence genomu A. thaliana bylo
prulomové a vedlo krozlusténi genomt jiz vyznamnéjSich plodin, napt. rostlin z celedi
brukvovitych, lipnicovitych (Poaceae), bobovitych (Fabaceae) ¢i lilkovitych (Solanaceae).
Tato znalost umoznuje vyuZiti konkrétnich genli pro zlepSeni znaki a vlastnosti kulturnich
druhti prostfednictvim genetickych modifikaci (The Arabidopsis Genome Initiative 2000,

Repkova 2007).



2.3 Glykosyltransferazy

Glykosyltransferazy (GT) jsou enzymy, které katalyzujici ptfenos glykosylové casti
z donora na akceptor. Tyto enzymy, bézné pfitomné v rostlinach, modifikuji receptorové
molekuly, a tim méni jejich fyzikalni a biologické vlastnosti, coz ma vyznamny potencidl pfi
Slechténi odolnosti rostlin vii¢i herbicidim. Proces, kdy enzymy GT ptipojuji cukry k riznym
molekuldm, se nazyva glykosylace. Tim se molekuly stavaji vice rozpustnymi ve vodé

a snadnéji se z rostlin odstranuji (Huang et al. 2021, Gharabli et al. 2023).

Dle databaze CAZy (web 4) lze tyto enzymy rozdé€lit do 137 rodin, a to na zaklad¢
podobnosti sekvenci aminokyselin (k 31. dcervenci 2024). Rodinu 1 ptedstavuji
glykosyltransferazy zavislé na uridindifostatu (UGTs) (Gharabli et al. 2023). Vzhledem k tomu,
ze jednim z hlavnich cila této prace je zkoumat vliv herbicidniho stresu na expresi genit UGT,

budu se dale t€émito enzymy zabyvat podrobnéji.
2.3.1 UDP-glykosyltransferazy

UDP-glykosyltransferdzy (UGT) jsou klicovymi enzymy faze II detoxifikacniho
systému rostlin, které katalyzuji glykosylaci lipofilnich slouc¢enin, véetné herbicidii. Tento
proces, kdy se na biomolekuly pfidavaji cukerné zbytky, je zasadni pro regulaci fytohormont,
jako jsou auxiny, cytokininy, kyselina salicylova a jasmondty, coz ovliviiuje rist, vyvoj
a schopnost rostlin ¢elit stresovym podminkam. UGT hraji klicovou roli v adaptaci rostlin na
abiotické (napt. sucho, teplota) a biotické stresy (napf. patogeny) tim, ze ovliviuji
metabolismus a distribuci fytohormond a sekundarnich metaboliti. Kromé toho pfispivaji
k detoxifikaci xenobiotik, ¢imz snizuji jejich toxicitu a akumulaci v rostlinnych tkanich. Vyuziti
UGT v genetické modifikaci rostlin mize zvysit odolnost plodin vii¢i herbicidiim a podporovat
udrzitelné¢ zeméd€lstvi, zejména v kontextu zmén klimatu a minimalizace chemického

znecisténi (Gharabli ef al. 2023, Dimunova et al. 2022).
2.3.1.1 Struktura a funkce UGT

UGT enzymy se vyznacuji pfitomnosti specifické karboxy-terminalni sekvence, ktera
zajistuje vazbu proteinu na UDP-Cast cukerného nukleotidu. Naopak amino-terminalni
sekvence je variabilnéj$i a umoziuje interakci s riznymi akceptorovymi substraty (Gharabli

et al. 2023, Ross 2001, Zhang & Yang 2021).



Spole¢nym znakem celé nadrodiny UGT je pfitomnost 44 aminokyselinové sekvence,
ktera je klic¢ova pro vazbu UDP donora cukru. VétSina rostlinnych UGT enzymt pouziva jako
donor cukru UDP-glukézu, i kdyZ mohou byt vyuzivany i dalSi cukry, jako naptiklad
UDP-rhamnéza, UDP-galaktoza ¢i UDP-glukuronova kyselina (Zhang & Yang 2021, Bock
2015). UGT se podileji na biologické aktivité, rozpustnosti a transportu sekundarnich
metabolitl v butice a v celé rostlin€ (Park ez al. 2011). UGT katalyzuji tvorbu O-, N-, S—i C —
glykosidl (Gharabli ef al. 2023). Tyto enzymy jsou pfevazné cytoplasmatické a hraji zasadni
roli v regulaci metabolickych procest, detoxifikaci xenobiotik a udrzovani hormondlni

rovnovahy (Bock 2015).
2.3.1.2 Nomenklatura UGT

UGT enzymy jsou klasifikovany na zéklad¢ sekvencni podobnosti jejich aminokyselin.
V rostlinach jsou geny UGT rozdéleny do rodin na zakladé homologickych sekvenci. Rodiny,
které vykazuji vice nez 40% podobnost v aminokyselinovych sekvencich, jsou déle rozd€leny
na podrodiny, pokud maji podobnost vice nez 60 %. Tento systém kategorizace umoziuje
detailni identifikaci a klasifikaci jednotlivych UGT genii. Napiiklad oznaceni UGT72A4
oznacuje specificky gen v rodin€ 72, podroding A, kde Cislo 4 identifikuje konkrétni gen v rdmci

této podrodiny (Ross et al. 2001).
2.3.1.3 UGT u Arabidopsis thaliana

V modelové rostlin€ A. thaliana bylo identifikovano vice nez sto genti kodujicich UGT.
V organismu této rostliny bylo nalezeno 14 odlisnych skupin (A-N) UGT, pti¢emz skupina D,
kterd zahrnuje 13 ¢lentl, byva spojovéana s odolnosti viici nékterym patogentim. I kdyz ma
A. thaliana relativné maly genom, obsahuje velké mnozstvi UGT sekvenci rozmisténych po
celém genomu, které se shlukuji po dvou az sedmi genech. Podobné rozmisténi Ize
ptedpokladat i u jinych rostlinnych druhti. Toto shlukovani gend na riznych chromozomech
naznacuje, ze kazda rodina ma specifickou funkci v rostlin€. Napiiklad UGT71B6 se podili na
konjugaci kyseliny abscisové a UGT72B1 se tucastni detoxifikace xenobiotik, jako je
2,4,5-trichlorfenol. U vice nez poloviny genii v 4. thaliana nejsou jejich funkce dosud zcela
objasnény. Geny kodujici UGT v A. thaliana mohou obsahovat az dva introny, ale vice nez
polovina z nich (58 z 107) neobsahuje zadné, coz svédci o jejich evolu¢nim vyvoji (Bock 2015,

Ross et al. 2001, Park et al. 2011).



Jak uz bylo psano vyse, nejcastéjsim donorem nukleotidového cukru v rostlinach je
UDP-glukoza, pifipadn¢ UDP-rhamnéza, UDP-galaktéoza ¢i UDP-glukuronova kyselina.
Nekteré glykosidy pak mohou po glykosylaci reagovat dale, napi. s malonyl-CoA za vzniku
malonylglukosidu. Vyhoda tohoto kroku navic spo¢iva ve stabilit€ struktury, vyssi rozpustnosti
ve vod¢ a vyS$imu transportu do vakuol. Transport do vakuol probiha diky zdpornému néboji
karboxylové skupiny na glukosylové c¢asti malonylglukosidi za pomoci aniontovych
transportérti. Timto pfenosem se usnadni rozpad toxickych latek, a tim je snizena
cytoplasmaticka toxicita. V 4. thaliana byly nalezeny O-, N—a C-glykosyla¢ni produkty
isoproturonu i malonylové glykosidy (Zhang & Yang 2021).

2.3.2 UGT sledované v této praci

Nize jsou uvedeny informace o n¢kolika UDP-glykosyltransferazach (UGT), které byly

identifikovany v Arabidopsis thaliana a jsou relevantni pro tuto praci.
UGT74E2

UGT74E2 je enzym, ktery patiti do skupiny UDP-glukosyltransferdz, konkrétné do
podtiidy L, kterd zahrnuje i dalsi auxinové glykosyltransferazy, jako je UGT84B1 a UGT74F2.
Tento enzym se vyznacuje tim, Ze je nejsilnéji indukovan oxidacnim stresem a reaguje na
Sirokou Skalu rtiznych stresovych podminek. UGT74E2 je zodpovédny za glykosylaci
auxinového prekurzoru kyseliny indol-3-méselné (IBA). Studie ukazaly, Ze zvySend exprese
tohoto enzymu vede k nartistu koncentrace IBA-Glc a volnych IBA v rostlinach, coz zlepSuje
jejich toleranci vi€i suchu a zaroven méni stavbu rostlin. U rostlin se zvySenou expresi
UGT74E2 byla pozorovana zménéna stavba listové riizice, zkracené tapiky a zakrsly vzriist
dospélych jedinctli, coz mize byt adaptivni reakci na stresové podminky, jako je sucho a vysoka

salinita (Gharabli et al. 2023, Tognetti et al. 2010, Park et al. 2011).

Bylo popséano, ze UGT74E2 se rovnéz podili na detoxikaci xenobiotik, jako je vybusna
slou€enina trinitrotoluen (TNT). Na zaklad€ zkoumani transkripti, byla odhalena upregulace
n¢kolika gend, véetné UGT74E2, u 4. thaliana, a to v ptitomnosti herbicidd, jako je isoproturon

(Gharabli et al. 2023).

Studie také naznacuji, Ze rostliny mohou kompenzovat nadmérnou expresi UGT74E2

zvysenou syntézou volnych hormonti, aby udrzely bunécnou homeostazu (Tognetti et al. 2010).



Interakce mezi UGT74E2 a dalSimi fytohormony, véetné kyseliny abscisové (ABA), kyseliny
salicylové (SA) a giberelind, zdtirazituje komplexni roli tohoto enzymu v ochrané rostlin proti
biotickym a abiotickym strestim. Produkce H20- zavisla na ABA naptiklad podporuje uzavirani
priduchti béhem sucha, zatimco giberelinova signalizace upravuje hladiny reaktivnich forem
kysliku (ROS). Krom¢ toho, zmény ve stavbé rostlin, zptisobené UGT74E2 mohou pomoci
minimalizovat odpafovani vody a zlepSit pfeziti v nepfiznivych podminkdch. Enzym tedy
piedstavuje klicovy prvek v komplexnim systému, ktery pomaha rostlinam optimalizovat rist
a pfizplsobit se ménicim enviromentalnim podminkdm a stresim (Gharabli et al. 2023,

Tognetti et al. 2010).

UGT73Cé6

UGT73C6 je enzym patiici do podrodiny UGT73C, ktery je kddovan 7 geny, z nichZ
Sest je seskupeno v tandemové repetici na chromozomu 2. Tyto geny jsou si velmi podobné,
coz naznacuje jejich evolu¢ni vyvoj z jednoho genu. UGT73C6 je charakterizovan Sirokou
substratovou specifitou, coz znamend, ze je schopen glukosylovat razné latky, vcetné
flavonoidi, hydroxykumarind, isoflavonoidd, stilbenil a xenobiotik. Enzym je znamy také jako
flavonoid-7-O-glykosyltransferaza, ktera katalyzuje glukosylaci flavonoidti na 7-O-poloze, coz
ovlivituje jejich bioaktivitu a rozpustnost. V rostlinaich mize UGT73C6 navic konjugovat
xenobiotika, jako je hydroxylaminodinitrotoluen, a v kvasinkdch je schopen detoxikovat

houbovy toxin zearalenon (Husar et al. 2011).

Dulezitou funkci UGT73C6 je také glukosylace brassinosteroidii (BR), signdlnich
molekul, které hraji klicovou roli v regulaci riistu a vyvoje rostlin. Tyto rostlinné hormony
plsobi pievazné lokalnég a jejich aktivita je z velké ¢asti dana schopnosti vdzat se na specifické
BR receptory. UGT73C6, stejn€ jako UGT73C5, katalyzuje glukosylaci BR na 23-O-poloze,
coz vede k tvorbé BR-23-glukosidl, které chrani brassinosteroidy pred degradaci
a katabolismem. Tento mechanismus pomaha regulovat jejich hladiny a aktivity v rostlinach.
Lokalizace UGT73C6 v cytoplazmé a jadfe rostlin naznacCuje jeho vyznamnou roli
v intracelularnim transportu a ochran¢ bioaktivnich brassinosteroidi. Zvysend exprese
UGT73C6 vede k fenotypickym zménam, jako jsou tmavé zelené listy, kratké fapiky
a opozdéné kveteni, coz naznacuje nedostatek BR a ukazuje na klicovou roli UGT73C6

v udrzovani hormonalni homeostazy a zdravém rastu rostlin (Husar et al. 2011).



UGT72B1

Tento enzym je vysoce aktivni pfi konjugaci perzistentnich znecistujicich latek,
konkrétné 3,4 - dichloranilinu (DCA) a 2,4,5 - trichlorfenol (TCP), které jsou jak syntetickymi
meziprodukty, tak produkty rozkladu tady pesticidi. U A. thaliana byly DCA a TCP rychle
metabolizovany na glykosidické konjugaty jak v kotfenovych kulturach, tak v celych rostlinach,
pticemz DCA byl pfevazné metabolizovan na N-glukosid. Tyto glykosidy neprosly malonylaci,
coz je v kontrastu s jinymi plodinami, jako jsou pSenice, s6ja a bavlna, kde je malonylace
cukernych konjugatt chlorovanych fenoli a anilinit hlavnim kone¢nym bodem detoxikace. Tato
druhové zavisla variabilita ve zpracovani a intracelularnim transportu glykosidickych
konjugatlh xenobiotik poukazuje na specifickou roli UGT72B1 jako dominantniho
DCA-konjugujiciho enzymu u A4. thaliana. Navic bylo zjiS§t€no, ze u rostlin oSetfenych
naftalenem dochazi k vyrazné upregulaci UGT72BI1, coz zlepsuje jejich toleranci viici tomuto
stresoru a zvySuje metabolismus. Tento enzym tak pfedstavuje dileZity néstroj pro detoxifikaci
Skodlivych sloucenin v rostlinach, coz mize byt vyuzito pfi Slechténi plodin s vyssi odolnosti
vuci chemickym latkdm v zemédélstvi (Gharabli ef al. 2023, Zhang & Yang 2021, Bock 2015,
Brazier-Hicks & Edwards 2005).

UGT71B6

UGT71B6 je enzym, ktery u 4. thaliana konjuguje kyselinu abscisovou (ABA) a hraje
klicovou roli v homeostaze rostlinného rlstu a v reakci na osmoticky stres. Umlceni tohoto
genu vedlo ke zhorSeni tolerance vii¢i soli a rGstovym vadam, avSak zvysilo toleranci
k osmotickému stresu, jako je sucho. Naopak nadmérna exprese UGT71B6 zhors$ila toleranci
vici suchu, coZ naznacuje komplexni roli tohoto enzymu v regulaci stresovych odpoveédi
rostlin. Upregulace tohoto genu po oSetfeni fenclorimenem rovnéz zplsobila zvySeni tolerance
vici herbicidiim, coZ z néj €ini potencidlné vyznamny nastroj ve Slechténi rostlin (Gharabli et

al. 2023, Zhang & Yang 2021, Bock 2015).



UGTI1C1

UGTII1CI1 je kli€ovy enzym patiici do rodiny glykosyltrasferaz 1, ktery hraje zasadni
roli v detoxifikaci herbicidii u 4. thaliana, zejména v ptipadé sulcotrionu, ktery je ¢lenem
skupiny triketonovych herbicidi. Je absorbovan nejen listy, ale také kofeny a miize se
kumulovat v pidé vice neZ mésic po aplikaci. Tyto herbicidy ptlisobi jako inhibitory
hydroxyfenylpyruvatdioxygenazu (HPPD) v metabolismu tyrosinu, ¢imZ naruSuji biosyntézu
plastochinonu a tokoferolu. To ndsledné¢ vede k poskozeni fotosyntetickych procest
a negativnimu vlivu na rust rostlin. UGT91C1 vyuziva UDP-glukozu jako donor cukru
a katalyzuje glykosylaci sulcotrionu, coz vede k jeho kovalentni modifikaci na hydrofilni
molekulu. Tim dochézi k vyraznému snizeni toxického uc¢inku herbicidu a zvySeni odolnosti

rostlin vici jeho negativnim u¢inkim (Huang ef al. 2021).

Exprese genu pro UGT91CI je indukovana pfitomnosti vice herbicidd, vcetné
sulcotrionu, pficemz nejvyssi mira exprese je zaznamenana mezi 6. az 12. hodinou po aplikaci.
Tato rychld a vyraznd odpovéd’ naznacuje, Ze je tento gen dileZitou soucasti obranného
mechanismu rostliny proti stresu vyvolanému herbicidy. Experimentalni data také ukazuji, ze
nadmérnd exprese UGTI1CI1 nejen zvySuje rezistenci vuci sulcotrionu, ale také pozitivné
ovliviiuje fyziologické procesy, naptiklad zvySuje obsah chlorofylu, coZz miZze indikovat
zlepseni fotosyntetickych schopnosti rostlin. UGT91C1 ma vyznamny potencial pro Slechténi
plodin s vyssi odolnosti vii¢i herbicidi, ale také v oblasti fytoremediace, kde jeho schopnost
glykosylovat sulcotrion mize byt vyuzita k Cisténi kontaminovanych pid a vod. Zavedeni
tohoto genu do geneticky modifikovanych rostlin by mohlo umoznit G¢innéjsi odstranéni
sulcotrionu z prostiedi, ¢imz by se snizilo ekologické zatiZzeni spojené s pouzitim tohoto
herbicidu. Tato aplikace naznacuje, ze UGT91C1 muze hrat klicovou roli nejen v zemédélstvi,

ale 1 v SirSich snahach o ochranu zivotniho prostiedi (Huang et al. 2021).



2.4 Antioxidac¢ni ochrana

2.4.1 Uvod

Rostliny ¢eli riznym stresovym podminkam jako jsou ozon, vysoké davky UV zéfeni,
salinita a herbicidy, které zvysuji hladinu reaktivnich forem kysliku (ROS) v jejich buikéch.
ROS, mezi které patii superoxidové radikaly, hydroxylové radikaly, peroxid vodiku
a singletovy kyslik, zptisobuji oxidativni poSkozeni bunéénych slozek, jako jsou lipidy, proteiny
a nukleové kyseliny, coZz muze negativn¢ ovliviiovat fyziologické procesy v necilovych
rostlinnych organech a vést ke snizeni vynost plodin (Kokojka ef al. 2021, Duman et al. 2010).
Aby se rostliny branily proti potencialné Skodlivym ucinkiim ROS, vyvinuly si komplexni
antioxida¢ni obranny systém. Tento systém zahrnuje jak enzymatické, tak neenzymatické
antioxidanty, které spole¢né pracuji na neutralizaci ROS a ochran¢ bunéénych struktur pied
poskozenim. Kli¢ovym prvkem tohoto systému jsou thiolové slouceniny, zejména glutathion
(GSH), které se podileji na detoxikaci ROS prostiednictvim cyklu askorbat-glutathion. Tento
cyklus zahrnuje diilezité antioxida¢ni enzymy jako glutathion-S-transferaza (GST) a glutathion

reduktdza (GR) (Obr. 5, Hassan & Nemat Alla 2020, Kokojka et al. 2021).

2.4.2 Vybrané antioxidacni enzymy

2.4.2.1 Glutathion-S-transferaza

Tyto enzymy katalyzuji konjugaci glutathionu (GSH) s elektrofilnimi substraty, ¢imz se
vytvareji mén¢ toxické konjugaty, které jsou nésledné transportovany do vakuol pro dalsi
zpracovani nebo ukladani (Oztetik 2010, Zhang & Yang 2021). Tento proces snizuje
koncentraci toxickych latek v cytosolu a tim minimalizuje jejich negativni vliv na rostlinné
buiiky. Kromé detoxikace xenobiotik GST enzymy rovnéZ neutralizuji ROS, coZ pfispiva
k ochrané rostlinnych bun¢k pied oxidacnim stresem (Hassan & Nemat Alla 2020). ZvySena
exprese GST zvySuje schopnost rostlin efektivnéji detoxikovat herbicidy, a tim zlepSuje jejich
odolnost vic¢i t€émto latkam. Geneticky modifikované rostliny s vyssi expresi GST vykazuji
zvySenou odolnost také vici herbicidiim, coz podtrhuje diilezitost téchto enzymu v adaptivnich

reakcich rostlin na stresové podminky (Zhang & Yang 2021).



2.4.2.2 Glutathion reduktaza

Glutathion reduktaza (GR) je kli¢ovy enzym v antioxida¢ni ochrané rostlinnych bunék,
ktery udrzuje vysoky pomér redukovaného glutathionu (GSH) k oxidovanému glutathionu
(GSSG). GR katalyzuje redukci GSSG na GSH za ptitomnosti NADPH, ¢imZ poméha udrzovat
redukovany stav GSH, ktery je nezbytny pro ochranu bun¢k pted ROS (Gill et al. 2013). Tento
enzym je dulezitou soucasti drahy askorbat-glutathion, kterd zahrnuje jak enzymaticke, tak
neenzymatické antioxidanty a hraje klicovou roli v detoxikaci ROS a jeho reak¢nich produktii
(Hassan & Nemat Alla 2020). GR se nachazi ptredevSim v chloroplastech, ale také
v mitochondriich a cytosolu. ZvySena aktivita GR je spojena s lepsi toleranci rostlin k riznym
stresovym podminkam, jako jsou salinita, sucho a tézké kovy. Spole¢n¢ s GSH GR zajistuje
efektivni ochranu rostlinnych bunék a ptispiva k jejich adaptaci na stresové faktory (Kokojka

etal. 2021, Gill et al. 2013).
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3 Cile prace

Cilem prace bylo sledovat efekt dvou vybranych herbicidd pfi dvou raznych
technikdch aplikace na rostlinu Arabidopsis thaliana, stanovit jejich vliv na expresi

vybranych UGT geni a na aktivitu antioxidacnich enzymi.



4 Experimentalni ¢ast

Cast experimentalni prace jsem vykonavala v Ustavu experimentalni botaniky AV v.v.i.,

kde byly péstovany rostliny A. thaliana, aplikovany herbicidy a méfeny aktivity enzymd.

Me¢éteni exprese UGT probihalo na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové.

4.1 Priprava hydroponickych kultur A. thaliana

Pro tento experiment byla pouzita rostlina Arabidopsis thaliana, pro jejiz péstovani byla
zvolena metoda hydroponie. Jednd se o péstovani v Zivném roztoku, v naSem piipadé
v 25 % Hoaglandové roztoku. Tento roztok poskytuje vyvéazené slozeni zakladnich makro

1 mikroZzivin a podporuje rtst rostlin pravé v téchto hydroponickych systémech. Jeho slozeni

muzete vidét v nasleduji tabulce.

Tabulka 1 Slozeni 25 % Hoaglandova roztoku

Obsah zasobniho

25 % Hoaglandiyv roztok

Zasobni roztok latka roztoku [¢/1] [ml/l média]
A IM NH4H2PO4 115,0 0,125
B IM KNO:3 101,1 0,75
C Ca (NOs3)2.4H20 236,1 0,5
D IM MgS04.7H20  |246,5 0,25
F Citrat zelezity 6,0 0,25
Obsah zasobniho
roztoku [mg/1]
KI 7,50
H3BOs3 30,00
MnS04.4H20 132,00
ZnS04.7H20 20,00
E NaxMnO4.2H20 2,50 2,5
CuS04.5H20 0,25
CoCl2.6H20 0,25
Na:EDTA 373,00
FeSO4.7H20 278,00
Inositol 1000
. Nikotinova kyselina | 10
Evit. Pyridoxin HCyl 10 25
Thiamin HCI 100
pH 6,2-6,3




Do insert byl napipetovan 0,7% agar, u kterého je nutné, aby byl hlavné na zacatku
ponofen do média. Do jednoho insertu bylo vyseto cca 5 seminek, ktera byla po 2 tydnech
protrhdna na pouhou 1 rostlinu (Obr. 6). Efektivita hydroponickych systémi spo¢iva nejen
v zajiStovani pfimého kontaktu zivného roztoku ke kofenim rostlin, ale také kysliku. K tomu
slouzi vzduchovéani, které zde bylo nastaveno kazdé 3 hodiny na 15 minut. Pro udrzeni zdravi
rostlin je nezbytné médium meénit, a to zhruba po 2 tydnech (poté po tydnu). Péstujeme je pti
kratkém dni, tedy 8 hodin svétlo 16 hodin tma, pfi teploté¢ 21 °C, s relativni vlhkosti 75 %.

Rostlindm se nejvice dafii pii pH 6,2 — 6,3.

Obrazek 6 Deset Araponics systémii s malymi rostlinkami A. thaliana pripravenych na

protrhani
4.2 Aplikace herbicida na rostliny

Po vyttizeni novych semenackii byly do média pfidany herbicidy, a to konkrétné
isoproturon (I) a tribenuron-methyl (TBM). Byly pfidany v riiznych koncentracich — a to
v 1 mg/L (,,1%), dale pak 10 pg/L (,,2°), 0,1 pg/L (,,3*) a 0,001 pg/L (,,4°) a udrzovany

v 25 % Hoaglandové roztoku. Rostliny bez ptidani herbicidi slouzily jako kontrola.

Z kazdé vany, kromé té s nejvyssi koncentraci 1 mg/L, kterd byla u obou herbicidl

letalni, byly sklizeny 3 vzorky rostlin po 100 mg pfimo do 1 ml TRIzolu, coz je specifickd smées



fenolu a guanidin isothiokyanatu, kterd se vyuziva pro selektivni izolaci celkové RNA
(tRNA, mRNA, rRNA, microRNA) z malého mnozstvi tkani ¢i bunék. Vany se zbytky rostlin
byly ponechdny na pokus s postiikem. Ty byly nastfikdny po dvou dnech pfisluSnym
herbicidem ve vyrobcem doporucené koncentraci (TBM: 20g/200-400L/ha; ISO: 750g/200-
400L/ha). Po 24 hodinach pisobeni byly opét odebrany vzorky rostlin do TRIzolu a ulozeny do
zpracovani v teploté¢ 80 °C, na FaF UK byly pfevezeny na suchém ledu. Zbytky rostlin byly

thned zamrazeny tekutym dusikem a ponechany v teplot¢ -80 °C pro jejich pozd¢jsi zpracovani.
4.3 Stanoveni exprese vybranych genii pro UGT

4.3.1 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

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

- TRIzol (TriReagent) — Molecular Research Center

- Tribenuron-methyl — Sigma-Aldrich

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

4.3.2 Pristrojové vybaveni

- Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf

- Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo scientific

- Kuli¢kovy homogenizator — BeadBlaster 24, Benchmark Scientific
- Pristroj 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

4.3.3 Izolace RNA

Vzorky listi v TRIzolu byly dikladné homogenizovany pomoci kulic¢kového
homogenizatoru (4 cykly po 30 s pfi tfepani 7 m/s). Po pfidani chloroformu (200 pl) do
zkumavky a naslednému stoceni v centrifuze (12000 rpm, 10 min, 4 °C) doslo k rozd¢€leni
vodné a organické faze. Jelikoz se RNA nachazi vyhradné v horni f4zi, do§lo pravé k jejimu
piepipetovani, a to velmi opatrné, aby nedoslo ke kontaminaci. Aby se umoznila izolace
Cisté RNA, je provedeno selektivni vysrazeni RNA pomoci isopropanolu (500 pl). Nejprve
bylo k ptepipetované vodni fazi ptidano 500 pl isopropanolu, ponechano stat 10 min pii
laboratorni teploté a zcentrifugovano (10 min, 12000 g, 4 °C). Mezitim byl smisenim 9 ml
absolutniho ethanolu a 3 ml DEPC vody, coz je steriln¢ filtrovand, autoklavovana voda bez
nukledz s ptidavkem DEPC (diethyl pyrokarbonatu), pfipraven 75 % cisty ethanol. Po
sto¢eni v centrifuze byl ihned odstranén supernatant. Zbyla peleta byla omyta Iml
75 % ethanolu. Pieklapénim v ruce byl vzorek zamichan a sto¢en na chlazené centrifuze
(5 min, 7.000 g, 4 °C). Supernatant byl odstranén sklenénou pipetou, peleta byla ponechana
pfiblizné deset minut na vzduchu pro vysuseni a nasledné rozpusténa v 80 ul DEPC vody
a dikladn€ promichana. RNA byla ponechana 5 minut stat, promichana jesté jednou a po

rozpusténi pelety uloZena na led.

4.3.4 Méreni koncentrace RNA ve vzorku

U vzorkt byla zméfena koncentrace RNA pomoci spektrofotometru Tecan SPARK. Na
desticku NanoQuant plate byla napipetovana nejdiive voda jako blank. Vzorky byly
promichany na vortexu a vzdy po objemu 2 pl pipetovany na desticku. Ta byla nasledné vloZena
do pristroje, diky kterému byla na zakladé absorbance zmétena koncentrace RNA v ng/ul.

Ziskana data byla exportovana do MS Excel.



4.3.5 OSetireni DNazou

Nasledné bylo provedeno osetfeni vzorku RNA DNazou I, které selektivné $tépi pouze
DNA a odstrani tak ptipadnou kontaminaci vzorku genomovou DNA. Dle zjisténé koncentrace
vzorku bylo vypocitano, v kolika pl vzorku mame 2 pg RNA a kolik je tfeba pfidat DEPC vody,
aby byl celkovy objem 26 ul. DNaza se nafedi pufrem (DNAse buffer) v poméru 1:3 podle
poctu vzorkl. Do eppinek se piipravi reakéni smés, ktera byla sloZzena z 2 pg RNA, dopocitané
mnozstvi DEPC vody a 4 ul nafedéné DNazy. Takto pfipravena smés byla promichéna, stocena
a inkubovéna pii 37 °C v termomixeru Eppendorf po dobu 25 minut. Poté bylo pfidano 1,5 pl
0,1 M EDTA a nésledovala desetiminutova inkubace pii 75 °C, béhem niz doslo k inaktivaci
DNazy. Nasledné byly vzorky z termomixeru pieneseny do ledu a k nim ke kazdému ptidano
8,5 ul DEPC vody tak, aby byl celkovy objem vzorki 40 ul. Koncentrace osetiené RNA byla
0,05 pg/ul (=50 ng/ul). Takto oSetfena RNA je pfipravena na reverzni transkripci a uchovéana
pii -70 °C.

4.3.6 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce se provadi tak, ze je RNA reverzni transkriptazou (RT) pfevedena
na jednofetézcovou cDNA (complementary DNA) s pouzitim jednoho specifického primeru ¢i

smesi nespecifickych hexamert.

Byly pfipraveny 2 paralelni sady vzorkl — jedna na reverzni transkripci a jedna na noRT
kontrolu, coZ znamenda vzorky bez pfidané RT slouZici na kontrolu pfipadné kontaminace
vzorku DNA. Do kazdé mikrozkumavky byla pipetovano 1 pl hexamerti a 8 pl RNA po oSetieni
DNazou, a to vzdy po kapicce na sténu 0,2 ml mikrozkumavek. Probehlo lehké sklepani,
zamichani na vortexu a nasledné¢ kratké stoCeni. Poté byly vzorky vlozeny na 5 minut do piedem
zapnutého PCR cykléru na 65 °C. Béhem zahtivani byly dle tab. 2 pfipraveny MasterMixy,
které byly nasledné rozpipetovany do ochlazenych a stocenych vzorkli. Do prvni sady byl
pfidan MasterMix RT (11 pl) dle poc¢tu vzorkt, do druhé MasterMix noRT (11 pl), kde neni
obsazena RT, misto toho doplnéné na stejné mnozstvi vodou. Nasledujici tabulka uvadi

mnozstvi (ul) jednotlivych ptisad MasterMixu v jednom vzorku.



Tabulka 2 Reakcni smes pro reverzni transkripci jednoho vzorku

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

Takto pfipravend smés byla sklepana, zamichdna na vortexu, stocena a op¢t vloZena do
PCR cykléru. Nejdiive v ném dochazelo k zahtati na 25 °C po dobu 10 minut, poté na 42 °C
50 min, pficemz prob¢hla syntéza cDNA. Nakonec aby mohlo dojit k denaturaci RT, byla
teplota zvySena na 5 minut az na 80 °C. Po probéhnuti reverzni transkripce bylo do smési
pfidano 180 pl redestilované H20, ¢imz se ziedila pfipravend cDNA 10x. 5 pl, které budou do
naslednych PCR pfidany, odpovidaji 10 ng RNA. Takto ptfipravovand cDNA se uchovava pfti
20 °C.

4.3.7 Real-Time PCR

Pro urceni exprese konkrétniho genu byla provedena kvantitativni polymerazova
fetézova reakce, ktera je nejcastéji oznacovana jako Real-Time PCR nebo také kvantitativni
PCR v realném case (QPCR). Ve specidlnim PCR cykléru bylo v pribéhu reakce kontinudlné
zaznamenavano mnozstvi DNA, a to diky pfitomnosti fluorescenéniho substratu SYBR Green
I, ktery se na dvojfetézcovou DNA vaze. Smés SYBR green I 2x koncentrovand obsahovala

kromé specialniho interkala¢niho barviva SYBR Green I také DNA polymerazu, dNTPs a pulft.

Tabulka 3 Slozeni smesi pro gPCR

do jedné jamky [ul]
H>O 4,20
2x SG mix 10,00
F primer (uM) 0,4
R primer (uM) 0,4
Smichat MasterMix a pipetovat 15 ul do stript
c¢DNA (Fedéna 1:4) 5,00
celkem 20,00




Tato reakce byla provedena najednou pro nas cilovy a referencni gen. Jak uz bylo
uvedeno vyse, byla provedena izolace RNA, osetieni DNéazou a reverzni transkripce. Timto
postupem byla pfipravena jiz ztedéna cDNA ve dvou fadach — pro RT a noRT vzorky. RT byla
pfipravovana v duplikatech pro oba geny, noRT jen jednou, a to s genem referencnim. Nejdiive
byl pfipraven MasterMix pro referencni a cilovy gen. SYBR qPCR smés byla ptipravena tak,
aby v kazdé¢ jamce bylo 4,20 ul vody, 10,00 pul SG mix, 0,8 pul R+F primera. Nasledn¢ byl MM
smichan a rozpipetovan do PCR stripti (desticek) po 15 ul. Poté se ptidalo 5 pul cDNA, zfedéné
1:4, tak aby bylo ziskano celkem 20 pl (5 pl cDNA + 15 ul MM). Nakonec byla PCR desticka
zalepena f6lii a umisténa po spusténi programu do PCR cykléru. Po skonceni programu byla
data exportovana do Excelu. Po kontrole vzorkii analyzou referenéniho genu a jednoho cilového
genu na 96jamkové desticce byly ostatni vzorky analyzovany na 384jamkové desticce, ktera
umozni analyzu vice genll najednou pii usSetfeni mnozstvi pouzitého mastermixu. Vzorky byly
analyzovany pomoci pfistroje Quant Studio 6/7 Flex s pouzitim 96 nebo 384 jamkovym
blokem. Program zahrnoval uvodni 2 minuty pii 96 °C, 40 cykli dvoustupiiového programu

96 °C 15 s a 60 °C 20 s, kde nésledovala analyza bodu tani produktt.

4.3.8 Vyhodnoceni a statisticka analyza

Data byla zpracovana pomoci metody AACt dle protokolu Schmittgen a Livak 2008
(Schmittgen & Livak 2008), pro zhodnoceni genové exprese byla pouzita relativni kvantifikace,
pii které byla zména exprese testovaného genu vztaZena ke kontrolnimu genu, v naSem piipadé
byly vypocty provedeny s pouzitim referencniho genu EF a SAND. Nasledné byla data
statisticky zhodnocena programem GraphPad Prism a vyhodnocena pomoci One-Way ANOVA,

kde byl porovnan vliv jednotlivych herbicidi vii¢i kontrole.

4.4 Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymi

4.4.1 Chemicka reagencia

- Bradfordovo ¢inidlo — Bio-Rad
- Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4) — Penta
- EDTA — Sigma-Aldrich



- Fluordifen — Sigma-Aldrich

- Hovézi sérovy albumin (BSA, bovine serum albumine) — Bio-Rad
- Hydrogenfosfore¢nan draselny (K2HPO4) — Penta

- Komplexon IIT (EDTA, disodna stil, dihydrat) - Penta

- L-Glutathion oxidovany (disodna siil) — Sigma-Aldrich

- NADH (tetrasodna sil) — Merck

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

- Triton-X 100 — Sigma-Aldrich

4.4.2 Pristrojové vybaveni

- Analytické vahy — Sartorius

- Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf

- Centrifuga — Biofuge stratus Heraeus, Thermo scientific

- Lamindrni box — Holten Laminair model 1.2

- pH metr — WTW InoLab

- Spektrofotometr — Tecan Infinite 200 PRO

- Tkanovy homogenizator — Precellys 24, Bertin Technologies

- Vortex — Vortex V-1 plus, BioSan

4.4.3 Zpracovani vzorki listi z rostlin z hydroponickych kultur

200 mg rostlinné tkané bylo po rozdrceni extrahovéano v extrakénim pufru (sloZeni pufr
viz Tabulka 4) a opét promichano. Po centrifugaci (20 minut, 4 °C, 14000 g) byl do
mikrozkumavek opatrné odpipetovan supernatant - 1 ml do jedné sady a zbytek do druhé. Cely
proces probihal na ledu pii 4 °C. Supernatant byl nasledné pouzit k méteni aktivit glutathion-
S-transferazy a glutathion reduktazy. Obsah proteinli byl zméfen pomoci Bradford assay za
pouziti bovinniho sérového albuminu (BSA) v koncentracich od 0,125 do 2 mg/ml jako
standardu. Jako ,,blank* byl pouzit extrakéni pufr. VSe bylo spolu se vzorky napipetovano
po 5 ul na 96 jamkovou desticku s plochym dnem, vzdy 4x. Poté bylo do kazdé jamky
napipetovano 250 ul Bradfordovo ¢inidla (Coomassie brillant blue G-250). Po 10 min inkubace



byla zméfena absorbance pti vinové délce 595 nm. Zakladem extrakéniho pufru byl fosfatovy

pufr (50 mM, pH = 7) s dal$imi pfisadami (Tab. 4).

Tabulka 4 Smeés pro pripravu extrakcniho pufiu

Slozka extrakcéniho pufru MnozZstviv 11
EDTA 29,22 mg
PVP 10g
Triton-X 100 5ml

4.4.4 Stanoveni aktivity vybranych antioxida¢nich enzymi
4.4.4.1 Glutathion-S-transferaza

Nejdfive byl navazenim 3,0285g TRISu/250 ml pifipraven roztok pufru, ktery byl velmi
peclivé dotitrovan HCI az na hodnotu pH 6,4. Poté byl nafedén fluorodifen ethanolem
(0,0196/2ml) a glutathion vodou (0,0389g/2ml). Z téchto nafedénych ptisad (23,7 ml pufru,
500 pg GSH, 250 pl fluordifenu) byla ptipravena smés, kterd byla po napipetovani 40 pl vzorkt
na destiCku transparent flat bottom UV pfidana po 150 pl. Méfeni probihalo v Tekanu pfi
400 nm po dobu 5 minut. Namétené hodnoty byly pteneseny do tabulky v MS Excel.

Z dat ziskanych ve spektroskopickém méfeni byla vypocitana aktivita glutathion-S-

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

Ea= enzymaticka aktivita

k = smérnice pfimky

V = celkovy objem roztoku v jamce (190 pl)
& = extinkéni koeficient (9,6 mM'*cm™)

v = objem vzorku (40 pl)

d = vyska hladiny roztoku v jamce (0,568 cm)



4.4.4.1 Glutathion reduktaza

Nasledné byl ptipraven K-fosfatovy puft, a to pfilévanim kyselejsiho roztoku 200 ml
KH2PO4 do 500 ml KoHPOs. Nasledné bylo tfeba roztok mirné okyselit HC1 az do pH 7.
Nasledné¢ byl piipraven roztok Komplexonu III (EDTA, disodna stl, dihydrat) s horkou vodou,
roztok NADH s horkou vodou a roztok GSSG disodné soli jiz s vodou o laboratorni teploté.
Po napipetovani 50 pl vzorkd na desticku byla po 150 pl napipetovana smés z vyse zminénych

piisad. Desticka byla vzdy vsunuta do ptistroje Tekan pti 340 nm po dobu 5-6 minut.

Z dat ziskanych ve spektroskopickém meéfeni byla vypocitdna aktivita glutathion

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

Ea= enzymaticka aktivita

k = smérnice piimky

V = celkovy objem roztoku v jamce (200 pl)
¢ = extinkéni koeficient (6,22 mM*cm™)

v = objem vzorku (50 pl)

d = vyska hladiny roztoku v jamce (0,75 cm)

4.4.5 Vyhodnoceni a statisticka analyza

Aktivity jednotlivych antioxida¢nich enzymi byly stanoveny dle popsanych metod na
pfistroji Tecan Infinite 200 PRO, pfi¢emz vysledky byly vyjadieny v jednotkach U/mg.
Enzymaticka aktivita (U) vyjadiuje mnozstvi enzymu potiebné k pfeméné 1 pmol substratu za
minutu. Ziskana data byla zpracovana v programu MS Excel, kde byly vytvoteny také ptislusné
grafy. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit software STATISTICA. CZ verze 12.0 (StatSoft,
Praha, Ceska republika). Data by zhodnocena pomoci One-Way ANOVA, ktera porovnavala

aktivitu antioxida¢nich enzymu vici kontrole.



5 Vysledky
5.1 Ovlivnéni vybranych gent pro UGT herbicidy

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda pod vlivem herbicidii dojde k ovlivnéni
genoveé exprese UGT u rostliny A4. thaliana. Provedli jsme relativni zhodnoceni zmén exprese
testovanych gent vii¢i referencnim v oSetenych rostlinadch vii¢i kontrolnim. Referen¢ni gen byl
vybran dle toho, aby byl v daném experimentu stabiln¢ exprimovan. V naSem experimentu byly
pouzity dva referenéni geny EF a SAND, jejichz stabilita byla ovéfena v predchozich

experimentech.

Mezi vybrané geny pro UGT, které byly méfeny v rdmci této prace patii UGT74E2,
UGT73C6, UGT72B1, UGT71B6 a UGT91C1. Enzymy téchto gent byly vybrany na zakladé
dostupné literatury o UGT, s pfedpokladem, Zze by se mohly ucastnit detoxifikace pouzitych
herbicida ¢i jinak ptispivat k odolnosti vii¢i vybranym herbicidiim. Byly pouzity dva herbicidy,
kazdy s jinym mechanismem U¢inku — tribenuron-methyl a isoproturon. Oba herbicidy byly
aplikovany jak posttikem, tak do pudy (zivného roztoku), coz ndm umoznilo zkoumat jejich

vliv na genovou expresi UGT za riznych podminek.

Naésledujici ¢ast prace se zaméfuje na vysledky ziskané z téchto experimenti.



5.1.1 Vyhodnoceni qPCR po ovlivnéni A. thaliana tribenuron-methylem

v Zivném roztoku

TBM - Zivny roztok
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Graf 1 Vliv koncentrace tribenuron-methylu aplikovaného do Zivného roztoku na relativni
expresi vybranych UGT genit u rostlin Arabidopsis thaliana. Chybové usecky zndazornuji

smerodatné odchylky *oznacuje vysledky s hladinou vyznamnosti p<0,05

Vysledky z grafu 1 ukazuji, Ze exprese vybranych UGT gent u rostlin 4. thaliana je
ma rostlina dostatek energetickych zdrojii, které umoziuji intenzivni genovou expresi,
pravdépodobné jako fyziologickou odpovéd’ na mirny stres. S rostouci koncentraci herbicidu
vSak dochazi k postupnému poklesu exprese, coz muze byt disledkem zvySenym stresovym
zatiZzenim herbicidy a omezené dostupnosti energie, kterou rostlina presmérovava na zajisténi

zivotnich funkci a pieZiti.

Statisticky vyznamné zvyseni exprese bylo pozorovano u gentt UGT74E2, UGT73C6,
UGT71B6 a UGT91CI pravé pfi nejnizsi koncentraci, pfi¢emz urcité zvyseni exprese bylo
zaznamenano také pfi vyssich koncentracich, 1 kdyz méné vyrazné. Naopak u genu UGT72B1

nebyl zaznamenan statisticky vyznamny nartst exprese pii Zadném z testovanych koncentraci.



5.1.2 Vyhodnoceni qPCR po ovlivnéni A. thaliana tribenuron-methylem po

postriku

TBM - po postfiku
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Graf 2 Viiv koncentrace tribenuron-methylu aplikovaného postrikem na relativni expresi
vybranych UGT genii u rostlin Arabidopsis thaliana. Chybové usecky zndzornuji smérodatné

odchylky. *oznacuje vysledky s hladinou vyznamnosti p<0,05

Zvyseni exprese geni UGT74E2, UGT73C6 a UGT91CI1 bylo pozorovéano v riznych
koncentracich. U genu UGT73C6 bylo signifikantni zvySeni exprese zaznamenano pii nejnizsi
testované koncentraci 0,001 pg/l. Naopak u gentit UGT74E2 a UGT91C1 bylo signifikantni
zvyseni exprese detekovano pii koncentraci 0,1 pg/l. U genu UGT74E2 se bohuzel vzorek

odpovidajici koncentraci 0,001 pg/l poskodil, a tedy tento gen nebyl stanoven.



5.1.3 Vyhodnoceni qPCR po ovlivnéni A. thaliana isoproturonem v Zivném

roztoku
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Graf 3 Viiv koncentrace isoproturonu aplikovaného do zZivného roztoku na relativni expresi
vybranych UGT genii u rostlin A. thaliana. Chybové usecky znazornuji smérodatné odchylky.

*oznacuje vysledky s hladinou vyznamnosti p<0,05

Vysledky ukazuji, Ze exprese vétSiny sledovanych UGT genl signifikantné klesa
s rostouci koncentraci isoproturonu ve srovnani s kontrolni skupinou. Tento statisticky
vyznamny pokles exprese naznacuje, ze zkoumané UGT geny nemusi byt primarné zapojeny
do metabolismu isoproturonu. Na zéklad¢ téchto zjisténi se jevi, ze CYP450 mohou hrat

vyznamngj$i roli v metabolismu isoproturonu nez UGT geny (Azab et al. 2020).



5.1.4 Vyhodnoceni qPCR po ovlivnéni A. thaliana isoproturonem po postriku
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Graf 4 Vliv koncentrace isoproturonu aplikovaného postrikem na relativni expresi vybranych

UGT genui u rostlin A. thaliana. Chybové usecky znazornuji smérodatné odchylky.

Na grafu 4 nebylo pozorovano signifikantni zvySeni exprese geni po aplikaci
isoproturonu. Ackoli u genu UGT91CI1 doslo k vyraznému zvySeni exprese, vysledky vykazuji
znacnou variabilitu, kterd mize byt ¢astecné zplisobena omezenym poctem vzorkil pouZzitych
v experimentu. Tato variabilita mize ovlivnit interpretaci dat a bylo by vhodné provést dalsi

studie s vétSim poctem vzorkill pro potvrzeni a uptesnéni téchto vysledk.



5.2 Vliv herbicida na aktivitu antioxida¢nich enzymt u A. thaliana

V této kapitole je popsan vliv herbicida tribenuron-methylu (TBM) a isoproturonu na
aktivitu antioxidac¢nich enzymu u rostliny A. thaliana, v tomto ptipad¢ jsme pouzily pouze
rostliny péstované na zivném roztoku obsahujicim ptislusné herbicidy. Konkrétn¢ je hodnocena
aktivita glutathion-S-transferazy (GST) a glutathion reduktazy (GR), Tyto enzymy jsou klicové

pro ochranu proti oxida¢nimu stresu, ktery mtize byt zptisoben aplikaci herbicidi.
5.2.1 Aktivita glutathion-S-transferazy (GST)

Glutathion-S-transferdza (GST) je klicovy enzym v detoxikaci toxickych latek, ktery
konjugaci glutathionu s elektrofilnimi substraty pfispivd k jejich eliminaci a ochrané

rostlinnych bunék pfed oxidacnim stresem.

Pti aplikaci nejvyssi koncentrace TBM (10 pg/l) byl zaznamenan nejvyraznéjsi nartist
aktivity GST. Tento narust aktivity vSak nelze povazovat za statisticky vyznamny, méteni
vykazovala vétsi odchylky, coZ miize naznacovat variabilitu v odpovédi jednotlivych rostlin na
tento stresor (Graf 5). Naopak, po aplikaci isoproturonu je pokles glutathion-S-transferazy

viditelny ve vSech vybranych koncentracich (0,001 pg/l, 0,1 pg/l a 10 pg/l) (Graf 6).

Aktivita glutathion-S-transferazy
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Graf 5 Porovnani enzymaticke aktivity glutathion-S-transferazy (GST) na hydroponickych

kulturach A. thaliana stresovanych vybranymi koncentracemi TBM
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Graf 6 Porovnani enzymatické aktivity glutathion-S-transferdzy (GST) na hydroponickych
kulturach A. thaliana stresovanych vybranymi koncentracemi isoproturonu *oznacuje vysledky

statisticky odlisné v porovnani s kontrolou na hladiné vyznamnosti p<0,05

5.2.2 Aktivita glutathion reduktazy (GR)

Glutathion reduktaza (GR) je klicovy enzym v antioxidac¢ni ochrané rostlinnych bunék,
ktery udrzuje vysoky pomér redukovaného glutathionu k oxidovanému glutathionu, a tim

prispiva k ochrané bun¢k pred oxida¢nim stresem.

Pti aplikaci nejnizsi koncentrace TBM (0,001 pg/l) byla pozorovana nejvyssi aktivita
GR. Tato koncentrace je povazovana za signifikantni, coz je zajimavé vzhledem k oc¢ekévani,
ze vy$si koncentrace herbicidu by mély vyvolat silngjsi stresovou odpoved’, a tedy 1 vySsi
aktivitu tohoto antioxidacniho enzymu. U koncentrace 0,1 pg/l a 10 pg/l nebyly pozorovany
zadné zmény v porovnani s kontrolou (Graf 7). Nejvy$si hodnoty aktivity GR byly
zaznamenany u nejvyssi koncentrace isoproturonu (10 pg/l), coz potvrzuje, ze tento herbicid
skutecné vyvolava stresovou odpoveéd’ v rostlinach. Tato koncentrace se spolu s koncentraci

0,001 pg/l ukazala byt signifikantni (Graf 8).
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Graf 7 Porovnani enzymatické aktivity glutathion reduktdzy (GR) na hydroponickych kulturdach
A. thaliana stresovanych vybranymi koncentracemi TBM *oznacuje vysledky statisticky odlisné

v porovnani s kontrolou na hladine vyznamnosti p<0,05
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Graf 8 Porovnani enzymatické aktivity glutathion-S-transferazy (GST) na hydroponickych
kulturach A. thaliana stresovanych vybranymi koncentracemi isoproturonu *oznacuje vysledky

statisticky odlisné v porovnani s kontrolou na hladiné vyznamnosti p<0,05



6 Diskuse

V ramci této studie byly porovnavany dva rizné herbicidy, tribenuron-methyl a isoproturon.
Oba herbicidy predstavuji riizné typy chemickych latek s odliSnym mechanismem uc¢inku

a zpusobem aplikace.

Tribenuron-methyl je piedstavitelem sulfonylmocovin, zatimco isoproturon je klasifikovan
jako fenylmocovinovy herbicid. Rozdil v chemické struktuie se odrazi v jejich mechanismu
uc¢inku a metabolismu. Tribenuron-methyl je zndmy svou schopnosti inhibovat acetolaktat
synthazu (ALS), ¢imZ narusSuje biosyntézu esencialnich vétvenych aminokyselin, jako je valin,

leucin ¢i isoleucin. Naproti tomu isoproturon ovlivituje fotosyntézu inhibici fotosystému II.

Spektrum ucinku téchto dvou herbicidi se zna¢né 1iSi. Zatimco tribenuron-methyl se
zamétuje na Sirokolisté plevele, isoproturon nabizi $irSi spektrum U¢inku zahrnujici jak travy,
tak dvoud¢€lozné plevele. To je dualezité pii vybéru spravného herbicidu v zavislosti na druhu
plevelt, které jsou pfitomny na poli. Navic, tribenuron-methyl je postemergentni herbicid, ktery
se aplikuje po vzejiti rostlin, zatimco isoproturon je preemergentni herbicid, jehoZ Gcinek se
projevuje v pide jesté pred klicenim rostlin. Pfesto byly v ramci naSeho experimentu zkouméany
na kazdy herbicid techniky obé¢, a to na rostlin€ Arabidopsis thaliana, kterd byla zvolena diky
rychlému rlstu a rozsahlym znalostem o jejim genomu. Na této rostliné byly oba herbicidy
testovany i pfi opacné technice aplikace, coZ umoznilo zhodnotit jejich u¢innost mimo tradi¢ni
podminky pouziti. Na zéklad¢ toho mohlo byt zjisténo, jaky vliv ma zména aplikacni techniky

na efektivitu herbicidli u modelového organismu.

S rostouci oblibou herbicidl roste vSak v zemédélstvi fenomén rezistence, ktery vSak neni
u nasi modelové rostliny dostatecné zkouman, jelikoZ tato rostlina vazné nekonkuruje Zadné
ploding. U TBM se Casto vyskytuje rezistence zpiisobena mutacemi v ALS enzymu, ¢imzZ se
vyrazn€ snizuje ucinnost tohoto herbicidu. Rezistence miize byt piekonana pouzitim herbicidi
s odliSnym mechanismem ucinkd nebo jejich rotaci. Isoproturon miize celit rezistenci
prostiednictvim cytochromu P450 nebo GST, coz urychli jeho metabolismus v rezistentnich
plevelech. Tento typ rezistence je mozné fesit kombinaci isoproturonu s jinymi herbicidy nebo

nahrazenim jinymi latkami (Singh 2007).

Na zakladé mnoha studii se na herbicidni rezistenci podili pfedevsim cytochrom P450,
glutathion-S-transferazy a transportni proteiny, ale také UGT enzymy, kterymi se tato prace

v souvislosti s roli v rezistenci herbicida zabyva.



Predpokléadali jsme, ze kdyz budou rostliny péstovany v médiu obsahujicim herbicid,
bude po postiiku jejich exprese UGT genti vyrazn¢ vyssi ve srovnani s kontrolou, jelikoz uz se

jednou s timto stresorem setkaly. Tato hypotéza se vSak v nasi studii nepotvrdila.

V ramci této diplomové prace bylo u rostlin po aplikaci TBM do zivného roztoku
tohoto herbicidu. S nejvétsi pravdépodobnosti je to dano tim, Ze rostlina ma pfi této koncentraci
dostatek energetickych zdrojt, které umoziuji intenzivni genovou expresi, pravdépodobné jako
fyziologickou odpovéd’ na mirny stres. S rostouci koncentraci herbicidu vSak dochézi
k postupnému poklesu exprese, coz miize byt disledkem zvySenym stresovym zatizenim
herbicidy a omezené dostupnosti energie, kterou rostlina pfesmérovava na zajisténi Zivotnich
funkeci a preziti. Zajimavé je, ze gen UGT74E2, ktery se vice zapojuje do stresové reakce rostlin,
ale pravdépodobné¢ nemetabolizuje xenobiotika, vykazuje nejvetsi narast exprese pii nizkych
koncentracich, coz podporuje hypotézu o jeho roli v obrané proti mirnému stresu. Signifikantni
zvySeni exprese vétSiny UGT zde naznacuje, Ze jimi kdédované enzymy jsou dilezité pii
detoxifikaci TBM u A. thaliana zapojeny. Hlavnimi metabolity v rostlindch po aplikaci TBM
jsou  methyl-2-aminosulfonylbenzoat, = 4-methoxy-6-methyl-2-methylamino-1,3,5-triazin

a sacharin (Bhattacherjee & Dureja 1998).

Na druhé stran¢, isoproturon vedl po aplikaci do zivného roztoku k signifikantnimu poklesu
exprese vSech sledovanych UGT genti. To naznacuje, Ze UGT enzymy nejsou pro metabolismus
isoproturonu klicové. Na zdkladé dostupnych tdaji se zdd, Ze hlavni roli v metabolismu
isoproturonu hraji enzymy cytochromu P450 (CYP450) (Azab et al. 2020). Tyto enzymy se
podileji na prvni fazi metabolismu isoproturonu v rostlindch a mohu byt zodpovédné za vyssi
uroven degradace v rostlinach. CYP450 enzymy se uCastni procesit hydroxylace
a N-demethylace, coz jsou metabolické cesty, kterymi isoproturon prochdzi v rostlinach, pude
a mikroorganismech. Hlavnimi metabolity isoproturonu jsou 2-hydroxy-isoproturon,
monodesmethyl-isoproturon a 2-hydroxy-monodesmethyl-isoproturon (Schuelein et al. 1996,

Glapgen et al. 1999, Lehr et al. 1996).

V druhé ¢asti prace bylo zkouméano stresové zatizeni rostlin vlivem herbicidl, konkrétné na

aktivitu antioxida¢nich enzymu glutathion-S-transferazy a glutathion reduktazy.

Ptestoze bylo po aplikaci TBM pozorovano ur€ité zvySeni aktivity glutathion-S-transferazy,
nelze vysledky kvili vysoké smérodatné odchylce povazovat za signifikantni. Z jinych studii

(Kokojka et al. 2021, Oztetik 2010) vyplyva, ze tribenuron-methyl (TBM) indukuje expresi



detoxikacnich genli a zvySuje aktivitu glutathion-S-transferazy (GST), pficemz jeho pouziti
muze ovlivnit metabolismus glutathionu a snizit ochranné schopnosti plodin vici stresu,
zejména pii vysSSich koncentracich, které mohou inhibovat syntézu aminokyselin a omezit rist
rostlin. Vysledky této studie podporuji myslenku, ze herbicidy, véetné TBM, stimuluji aktivity

GST v riznych rozmezich v zavislosti na typu rostliny, koncentraci herbicidu a podminkach

cvwr

Po aplikaci isoproturonu bylo zaznamenéno vyrazné snizeni aktivity glutathion-S-
transferazy (GST), zatimco aktivita glutathion reduktazy (GR) vzrostla, zejména pii nejvyssi
koncentraci herbicidu. Tento jev muze byt vysvétlen mechanismem, jakym isoproturon
ovliviiuje antioxidacni systém rostlin. Dle studie (Hassan & Nemat Alla 2020) bylo zjisténo, ze
isoproturon kompetitivné inhibuje aktivitu GST a GR. Inhibice GST timto herbicidem tedy
muze vést ke snizené schopnosti rostliny detoxikovat isoproturon a jiné Skodlivé latky, coz by
mohlo pfispét k hromadéni oxida¢niho stresu v bunikach. Na druhé strané, zvysena aktivita GR
muze byt reakci na zvySeny oxidaéni stres vyvolany isoproturonem. GR je enzymem, ktery
regeneruje glutathion, jehoz uroven muze byt vyCerpdna a pii snaze rostlin kompenzovat

oxidacni stres a obnovit GST miize vést ke zvySeni aktivité tohoto enzymu.

Zaverem lze fici, ze tribenuron-methyl a isoproturon piestavuji rozdilné piistupy v regulaci
pleveld s odliSnymi metabolickymi drahami a ekologickymi dopady. Zatimco TBM je Gc¢inny
proti Sirokolistym plevelim a je metabolizovan hlavné prostiednictvim UGT enzymd,
isoproturon je metabolizovan pievazné CYP450 a ma SirSi spektrum ucinku. Toto srovnani

podtrhuje diilezitost peclivého vybéru herbicidu.

Dalsi vyzkum by mél byt zaméfen na podrobnéjsi analyzu role CYP450 enzymu
v metabolismu isoproturonu, aby se objasnilo jejich konkrétni zapojeni a mechanismy
pusobeni, a na zkoumani dalSich faktorti, které mohou ovlivnit efektivitu a bezpec¢nost herbicida

v zemédeélstvi.



7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala srovnanim rozdilti i¢inki dvou herbicida, tribenuron-
methyl (TBM) a isoproturon, na modelové rostlin¢ huseni¢ku rolnim (4Arabidopsis thaliana) se
zaméfenim na jejich vliv na expresi UDP-glukosyltransferaz (UGT) a aktivitu antioxidacnich

enzymt (GST a GR).

TBM a isoproturon byly zvoleny s ohledem na jejich metabolismus, ktery probiha ptes
II. fazi detoxifikace, pfi kterém dochazi k prenosu glukézy na substrat. Na zakladé tohoto
mechanismu bylo predpoklddano, ze u obou herbicidi dojde ke zvySené expresi UGT gend,

které zajist'uji tento ptenos glukozy.

Vysledky experimentl se potvrdily u TBM aplikovaném do zivného roztoku, kde bylo
pomoci qPCR zjisténo vyrazné zvySeni exprese UGT. U isoproturonu bylo naopak
zaznamenano signifikantni snizeni UGT, coz naznacuje, ze se pravdépodobné na detoxifikaci

herbicidu prosttednictvim UGT nepodili.

Dale byl zkouman vliv téchto herbicidii na aktivitu antioxidanich enzymt, konkrétné
glutathion reduktazy a glutathion-S-transferdzy, v reakci na aplikaci herbicidi, kterd je pro
rostliny stresem. Vysledky ukazaly, ze aktivita antioxidacnich enzymul nevykazovala zadné
zvySeni, a to ani pii zvySujicich se koncentracich herbicidu, coZ naznacuje, Ze testované
koncentrace nebyly pro rostliny dostateCné stresujici, aby vyvolaly aktivaci obrannych

mechanismu.



8 Seznam pouzitvch zkratek

ABC = ATP-binding cassette

ACC = acetyl-CoA-karboxylaza

ALS = acetolaktat syntdza

BR = brassinosteroidy

CYP = cytochromy P450

DCA = 3,4 — dichloranilin

EDTA = kyselina ethylendiaminotetraoctova
GR = glutathionreduktaza

GSH = glutathion

GSSG = glutathion disulfid

GST = glutathion-S-transferaza

GT = glykosyltransferaza

HPPD = p-hydroxyfenyl pyruvat dioxygenaza
HRAC = Herbicide Resistance Action Committe
IBA = kyselina indol-3-maselna

MM = MasterMix

NTC = no template control — negativni kontrola
NTSR = non-target site resistence

PS II = fotosystém II

qPCR = quantitative polymerase chain reaction
ROS = reactive oxygen species

RT =reverzni transkriptaza

SA = kyselina salicylova

TBM = tribenuron-methyl

TCP = 2,4,5 - trichlorfenol

TNT = 2,4,6-trinitrotoluene

TSR = target-site resistence

UDP = uridindifosfat

UGT = UDP-glykosyltransferaza



9 Zdroje
9.1 Literarni zdroje

AZAB, E., HEGAZY, A. K., GOBOURI, A. A., & ELKELISH, A. (2020). Impact of
transgenic Arabidopsis thaliana plants on herbicide isoproturon phytoremediation through

expressing human cytochrome P450-1A2. Biology, 9(11), 362.

BHATTACHERIJEE, A. K., & DUREJA, P. (1998). Simultaneous estimation of
tribenuron-methyl and its major metabolites by  high-performance liquid

chromatography. Biomedical Chromatography, 12(4), 196-198.

BOCK, K. W. (2016). The UDP-glycosyltransferase (UGT) superfamily expressed in
humans, insects and plants: Animal plant arms-race and co-evolution. Biochemical

pharmacology, 99, 11-17.

BRAZIER-HICKS, M., & EDWARDS, R. (2005). Functional importance of the family
1 glucosyltransferase UGT72B1 in the metabolism of xenobiotics in Arabidopsis thaliana. The
Plant Journal, 42(4), 556-566.

CARVALHO, S. J. P. D., NICOLAI, M., FERREIRA, R. R., FIGUEIRA, A. V. D. O.,
& CHRISTOFFOLETI, P. J. (2009). Herbicide selectivity by differential metabolism:

considerations for reducing crop damages. Scientia agricola, 66, 136-142.

COLQUHOUN 1J. (2011), How herbicides work in terms that we can all understand,

University of Wisconsin-Madison.

CRUZ-HIPOLITO, H., ROSARIO, J., IOLI, G., OSUNA, M. D., SMEDA, R. J.,
GONZALEZ-TORRALVA, F., & DE PRADO, R. (2013). Resistance mechanism to tribenuron-
methyl in white mustard (Sinapis alba) from southern Spain. Weed science, 61(3), 341-347.

DAS, M., REICHMAN, J. R.,, HABERER, G., WELZL, G., ACEITUNO, F. F,
MADER, M. T, ... & OLSZYK, D. M. (2010). A composite transcriptional signature
differentiates responses towards closely related herbicides in Arabidopsis thaliana and Brassica

napus. Plant molecular biology, 72, 545-556.



DIMUNOVA, D., MATOUSKOVA, P, PODLIPNA, R, BOUSOVA, L, &
SKALOVA, L. (2022). The role of UDP-glycosyltransferases in xenobioticresistance. Drug
metabolism reviews, 54(3), 282-298.

DUMAN, F., UREY, E., TEMIZGUL, R., & BOZOK, F. (2010). Biological responses
of a non-target aquatic plant (Nasturtium officinale) to the herbicide, tribenuron-methyl. Weed

biology and management, 10(2), 81-90.

GAR’KOVA, A. N., RUSYAEVA, M. M., NUSHTAEVA, O. V., AROSLANKINA, Y.
N., & LUKATKIN, A. S. (2011). Treatment with the herbicide granstar induces oxidative stress
in cereal leaves. Russian Journal of Plant Physiology, 58, 1074-1081.

GHARABLI, H., DELLA GALA, V., & WELNER, D. H. (2023). The function of UDP-
glycosyltransferases in plants and their possible use in crop protection. Biotechnology

advances, 67, 108182.

GILL, S. S., ANJUM, N. A., HASANUZZAMAN, M., GILL, R., TRIVEDI, D. K.,
AHMAD, I., ... & TUTEJA, N. (2013). Glutathione and glutathione reductase: a boon in
disguise for plant abiotic stress defense operations. Plant Physiology and Biochemistry, 70,

204-212.

GLABGEN, W. E., KOMOBA, D., BOHNENKAMPER, O., HAAS, M., HERTKORN,
N., MAY, R. G, ... & SANDERMANN JR, H. (1999). Metabolism of the herbicide isoproturon

in wheat and soybean cell suspension cultures. Pesticide Biochemistry and Physiology, 63(2),

97-113.

HALL, L., BECKIE, H., & WOLF, T. M. (1999). How herbicides work: biology to

application.

HAMOUZOVA K., KOSNAROVA P., SOUKUP J. (2021), Herbicidni rezistence:
Vyvoj, prevence a management, Syngenta, katedra agroekologie a rostlinné produkce CZU v

Praze.

HASSAN, N. M., & NEMAT ALLA, M. M. (2020). Kinetics of inhibition of isoproturon
to glutathione-associated enzymes in wheat. Physiology and Molecular Biology of

Plants, 26(7), 1505-1518.



HUANG, X. X., ZHAO, S. M., ZHANG, Y. Y., LI, Y. J.,, SHEN, H. N,, LI, X., & HOU,
B. K. (2021). A novel UDP-glycosyltransferase 91C1 confers specific herbicide resistance

through detoxification reaction in Arabidopsis. Plant Physiology and Biochemistry, 159, 226-
233.

HUSAR, S., BERTHILLER, F., FUJIOKA, S., ROZHON, W., KHAN, M.,
KALAIVANAN, F., ... & POPPENBERGER, B. (2011). Overexpression of the UGT73C6

alters brassinosteroid glucoside formation in Arabidopsis thaliana. BMC plant biology, 11(1),
51.

JURSIK, M., SOUKUP, J., & HOLEC, J. (2010). Uvod do problematiky mechanizmu
pusobeni herbicidl. Listy cukrovarnické a reparskeé, 126(1).

JURSIK, M., HAMOUZOVA, K., SOUKUP, J., & HOLEC, J. (2011). Rezistence
plevelt viiéi herbicidiim a problémy s rezistentnimi populacemi v CR. Listy cukrovarnické a

reparske, 127(4).

KOKOIJKA, F., BACU, A., SHAHINI, S., & MEDHA, G. (2023). Tribenuron-methyl
treatment affects glutathione metabolization and other physiological processes in bread

wheat. International Journal of Pest Management, 69(3), 248-254.

KRAHMER, H., WALTER, H., JESCHKE, P., HAAF, K., BAUR, P, & EVANS, R.
(2021). What makes a molecule a pre-or a post-herbicide—how valuable are physicochemical

parameters for their design?. Pest Management Science, 77(11), 4863-4873.

LEHR, S., GLASSGEN, W. E., SANDERMANN, H., BEESE JR, F., & SCHEUNERT,
I. (1996). Metabolism of isoproturon in soils originating from different agricultural
management systems and in cultures of isolated soil bacteria. International journal of

environmental analytical chemistry, 65(1-4), 231-243.

LIAN, J. L., REN, L. S., ZHANG, C., YU, C. Y., HUANG, Z., XU, A. X., & DONG, J.
G. (2019). How exposure to ALS-inhibiting gametocide tribenuron-methyl induces male

sterility in rapeseed. BMC plant biology, 19, 1-22.

LU, Y. C., ZHANG, S., & YANG, H. (2015). Acceleration of the herbicide isoproturon
degradation in wheat by glycosyltransferases and salicylic acid. Journal of Hazardous

Materials, 283, 806-814.



MUDROVA, D. (2023): Uloha UDP-glykosyltransferaz v rezistenci k herbicidiim.

Diplomova prace. Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta.

MUKHERIJEE, 1., DAS, T. K., KUMAR, A., SARKAR, B., & SHARMA, K. K. (2015).
Behavior and bioefficacy of tribenuron-methyl in wheat (Triticum astevum L.) under irrigated

agro-ecosystem in India. Environmental monitoring and assessment, 187, 1-9.

OZTETIK, E. (2010). Effects of tribenuron-methyl treatment on glutathione S-
transferase (GST) activities in some wheat and barley varieties. Pure and Applied

Chemistry, 82(1), 289-297.

PARK, H. J.,, KWON, C. S.,, WOO, J. Y., LEE, G.J.,KIM, Y. J., & PAEK, K. H. (2011).
Suppression of UDP-glycosyltransferase-coding Arabidopsis thaliana UGT74E2 gene
expression leads to increased resistance to Psuedomonas syringae pv. tomato DC3000

infection. The Plant Pathology Journal, 27(2), 170-182.

PEROTTI, V. E., LARRAN, A. S., PALMIERI, V. E., MARTINATTO, A. K., &
PERMINGEAT, H. R. (2020). Herbicide resistant weeds: A call to integrate conventional
agricultural practices, molecular biology knowledge and new technologies. Plant Science, 290,

110255.

RACHEDI, K., ZERMANE, F., TIR, R., AYACHE, F., DURAN, R., LAUGA, B, ... &
BOULAHROUF, A. (2018). Effect of sulfonylurea tribenuron methyl herbicide on soil
Actinobacteria growth and characterization of resistant strains. brazilian journal of

microbiology, 49, 79-86.

ROSS, J., LI, Y, LIM, E. K., & BOWLES, D. J. (2001). Higher plant
glycosyltransferases. Genome biology, 2, 1-6.

RYSOVA, S. (2022): Vliv vybranych herbicidi na expresi UGT a aktivitu
antioxida¢nich enzymt huseni¢ku rolniho. Diplomova prace. Univerzita Karlova,

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra biochemickych véd.

REPKOVA, J. (2007). Huseni¢ek rolni a souasny vyzkum rostlinného
genomu. Ziva, 1,2007.

SCHMITTGEN, T. D., & LIVAK, K. J. (2008). Analyzing real-time PCR data by the
comparative CT method. Nature protocols, 3(6), 1101-1108.



SCHUELEIN, J., GLAESSGEN, W. E., HERTKORN, N., SCHROEDER, P., JR, H. S.,
& KETTRUP, A. (1996). Detection and identification of the herbicide isoproturon and its
metabolites in field samples after a heavy rainfall event. International journal of environmental

analytical chemistry, 65(1-4), 193-202.

SINGH, S. (2007). Role of management practices on control of isoproturon-resistant

littleseed canarygrass (Phalaris minor) in India. Weed Technology, 21(2), 339-346.

SINGH, S., & TIWARI, S. (2020). Responses of plants to herbicides: Recent advances
and future prospectives. Plant Life Under Changing Environment, 237-250.

STEPANEK J. (1992): Arabidopsis Heynh. — huseniéek. — In: Hejny S., Slavik B.,
Kirschner J. & Kiisa B. (eds), Kvétena Ceské republiky 3, s. 115-116, Academia, Praha.

TEIXEIRA, M. M., AGUIAR, G. R., DA SILVA, J. M., DA SILVA, K. T. M.,
SIEBENEICHLER, S. C., JUNIOR, O. J. F., ... & DE OLIVEIRA, M. (2024). Photosystem II
inhibitor herbicides. OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, 22(7),
€5856-e5856.

THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE (2000), Analysis of the genome
sequence of the flowering plant Arabidopsis thaliana, Nature 408, s. 796—815

TOGNETTI V. B., VAN AKEN, O., MORREEL, K., VANDENBROUCKE, K., VAN
DE COTTE, B., DE CLERCQ, L, ... & VAN BREUSEGEM, F. (2010). Perturbation of indole-
3-butyric acid homeostasis by the UDP-glucosyltransferase UGT74E2 modulates Arabidopsis
architecture and water stress tolerance. The Plant Cell, 22(8), 2660-2679.

VAN ETTEN, M., LEE, K. M., CHANG, S. M., & BAUCOM, R. S. (2020). Parallel
and nonparallel genomic responses contribute to herbicide resistance in Ipomoea purpurea, a

common agricultural weed. PLoS genetics, 16(2), e1008593.

YU, C. Y., DONG, J. G, HU, S. W., & XU, A. X. (2017). Exposure to trace amounts of
sulfonylurea herbicide tribenuron-methyl causes male sterility in 17 species or subspecies of

cruciferous plants. BMC plant biology, 17, 1-11.

YUAN, J. S., TRANEL, P. J., & STEWART, C. N. (2007). Non-target-site herbicide

resistance: a family business. Trends in plant science, 12(1), 6-13.



ZHANG, J. J., & YANG, H. (2021). Metabolism and detoxification of pesticides in
plants. Science of the Total Environment, 790, 148034.

ZHANG, W., JIANG, F., & OU, J. (2011). Global pesticide consumption and pollution:
with China as a focus. Proceedings of the international academy of ecology and environmental

sciences, 1(2), 125.

ZHARMUKHAMEDOYV, S. K., & ALLAKHVERDIEV, S. I. (2021). Chemical
inhibitors of photosystem II. Russian Journal of Plant Physiology, 68, 212-227.

9.2 Elektronické zdroje

Web 1 Tribenuron-methyl  [online] [cit. 2021-07-12] Dostupné Z:
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Tribenuron_methyl.svg#/media/File: Tribenuron

methyl.svg>

Web 2 Isoproturon  [online] [cit. 2008-03-08] Dostupné Z:
<https://en.wikipedia.org/wiki/File:Isoproturon.png>

Web 3 Heap, I Mezinarodni databdze plevelu rezistentnich viici  herbicidum
[online] [cit.  2024-08-29] Dostupné VA

<https://weedscience.org/Home.aspx>

Web 4 CAZY [online] [cit.  2024-07-09] Dostupné zZ:

<http://www.cazy.org/Glycosyl Transferases>



