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Abstract: Approximately 475 million years ago, one of the most fundamental evolutionary
steps in the plant kingdom was the creation of the phenylpropanoid pathway and the formation
of lignified cell walls. These brought them various benefits when they moved from the aquatic
environment to the land where they withstand various unfavourable conditions. One of the biggest
problems in the world today is environmental pollution caused by toxic elements that organisms
encounter daily. The aim of our work was to monitor the processes associated with the lignification
of the maize plants under stress induced by toxic metalloid arsenic (As) and to observe whether
silicon (Si) helps the plant defend itself at the molecular and biochemical levels. On the basis of the
results of monitored parameters, we found that As significantly enhances the activity of two impor-
tant enzymes, phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and guaiacol peroxidase (G-POX), primarily
in the second leaf, where we also observed a significant increase in activity after the addition of Si
to the media. The activity of the enzymes monitored in the roots varied depending on the category
of roots, and the effect of Si was not observed. Subsequent monitoring of PAL gene expression
showed that As significantly increases PAL expression in the second leaf, which is further enhan-
ced by the addition of Si. In almost all of the root parts and categories monitored, gene expression
was significantly down-regulated in all treatments. Finally, monitoring the concentration of antho-
cyanins in the second leaf revealed an increased concentration in the As treatments. We conclude
that the above-ground part of the plant responded more intensively to As toxicity by increasing
the activity of important enzymes, the expression of relevant genes, and important non-enzymatic
antioxidant molecules, where the addition of Si amplified this defense response.
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Uvod

Kukurica siata (Zea mays L.) je po pSenici druhou najhlavnejSou potravinar-
skou plodinou a kifmnou prisadou na svete. Jej kvalita uzko stvisi s kvali-
tou mésa, vajec a mlieka, ¢im vplyva aj na kvalitu a bezpe¢nost’ potravin.
Okrem svojho agronomického vyznamu slizi tiez ako modelovy organizmus
biologickych vyskumov, ktoré sa venuju domestikécii rastlin, vyvoju genomu,
vyvinovej fyziologii, epigenetike, rezistencii vo¢i Skodcom (bioticky stres),
heter6ze a mnohym d’al$im oblastiam (Strable & Scanlon 2009). Tato plodina
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sa pestuje aj na podach kontaminovanych polokovom arzénom (As), ktory
je celosvetovo povazovany za jeden z vyznamnych podnych kontaminantov
(Kumar et al. 2019). Arzén je kvoli svojej vysokej toxicite, karcinogenite
a bioakumulacii povaZovany za potencialnu hrozbu nielen pre Zivotné pros-
tredie, ale aj pre pddno-rastlinny ekosystém a taktiez pre 'udi (Amen et al.
2020; Natasha et al. 2021). Stres sposobeny tazkymi kovmi alebo polokovmi
sa na rastlinach prejavuje na vSetkych trovniach, ¢i uz anatomickej, morfo-
logickej alebo fyziologicke;.

Kukurica zaroven predstavuje rastlinny druh, ktory sa ukazal ako vyznamny
v schopnosti prijat’ a zhromazd’ovat’ kremik (Si) vo svojich pletivach, a to ¢i
uz v nadzemnych alebo podzemnych organoch. V mnohych stadiach sa Si
ukazal ako prospesny pri biotickom ¢i abiotickom strese, napriklad pri vyt-
varani bariér v bunkovej stene pri vrastani patogénu do hostitel'a (Bathoova
et al. 2018), taktieZ zabranoval prenikaniu parazitickej rastliny kukuciny
do hostitel'skej rastliny tabaku (Lukacova et al. 2019), ¢i zmierioval stres
z tazkych a toxickych kovov a polokovov (Lukacova et al. 2013; Misathova
et al. 2021).

Pred takmer 475 miliénmi rokov doslo k vyznamnému evoluénému mil'niku
— prechodu zelenenych rias na sas. Tento prechod si vyzadoval spevnenie bun-
kovych stien, ¢o viedlo k ich lignifikécii a tym padom formovaniu polymérnych
fenolovych latok, ktoré pomahali rastlinam odolavat’ vonkaj$im vplyvom pros-
tredia (Cosgrove 2005). Mnozstvo a zlozenie ligninu sa 1i§i medzi taxénmi,
typmi buniek a jednotlivymi vrstvami bunkovej steny a ovplyviiuji ho tiez
vyvinové a environmentalne podnety. Lignin je fyzikalne a chemicky hetero-
génny material a jeho Struktirna rozmanitost’ vyplyva hlavne z kombinacie
troch derivatov fenylpropanu, zndmych ako monolignoly/monoméry (H, G
a S podjednotky), ktoré vznikaju v cytoplazmatickom priestore. Akonahle su
ligninové monoméry transportované do apoplazmického priestoru, podliehaju
oxidacii, ktora je sprostredkovana lakazami a/alebo peroxidazami za vzniku
volnych radikalov a nasledne spontanne polymerizuji na lignin (Meents
et al. 2018). Fenoly, flavonoidy, rézne hormény, pigmenty ¢i vitaminy su
neodlucitenou sucast'ou pre spravny vyvin rastliny a tieZ jej obranny systém.
Vznikaju prostrednictvom fenylpropanoidnej drahy, ktora je stcastou cesty
kyseliny Sikimovej. T4 premiena jednoduché prekurzory sacharidov odvodené
z glykolyzy na aromatické aminokyseliny ako L-fenylalanin, L-tyrozin
a L-tryptofan (Herrmann & Weaver 1999). Prvym krokom fenylpropanoid-
nej drahy vo vyssich rastlinach je deaminacia aminokyseliny L-fenylalaninu
(pripadne tyrozinu) za vzniku kyseliny trans-Skoricovej a amoniaku. Tato
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reakcia je katalyzovana fenylalanin amonium-lyazou (PAL, alternativne tyro-
zin amoénium-lyazou, TAL) a Casto sa povazuje za kI'i¢ovy krok v biosyntéze
flavonoidov (Vogt 2010; Smirnov et al. 2012). Enzym PAL je prvym enzymom
v ceste syntézy ochrannych pigmentov, horménov ¢i polymérov ukladanych
v bunkovych stenach. Tym, Ze tieto latky podliehaju jednej syntetickej drahe
naznacuje medzi nimi korelaciu a koordinaciu, a preto méze PAL v rastlinnom
organizme hrat’ mimoriadne ddlezitt ulohu pri riadeni mechanizmov rezisten-
cie voci toxickym tcéinkom stresovych faktorov, vratane tazkych a toxickych
kovov ¢i polokovov (Pawlak-Sprada et al. 2011; Smirnov et al. 2015).

Metodika

V nasich experimentoch sme pracovali so zrnami kukurice siatej (Zea mays L. hybrid
Valentina), ktoré poskytla firma RWA Slovakia, s. r. 0., ktoré sa uskladiiovali na suchom mi-
este pri teplote 4 °C.

Zma sme nechali imbibovat’ priblizne 1 — 2 hodiny v destilovanej vode a nasledne sme povr-
chovo sterilizovali 10 % roztokom Sava (0,47 % chlornan sodny), priblizne 2 minuty. Takto prip-
ravené zrna sme zabalili do papierovych roliek, ktoré boli permanentne vlhéené vodou z kadicky,
v ktorej boli umiestnené. Nasledne rastliny kli¢ili po dobu 3 dni v termostate pri teplote 25 °C.
Z vykli¢enych rastlin sme vyselektovali neposkodené kli¢ence s priblizne rovnakou velkostou.
Rastliny sa pestovali v 3 litrovych kadi¢kach zafarbenych ¢iernu farbou, 12 rastlin na nadobu, za-
chytené v polystyrénovych plavajicich plosinach. Rastliny sme pestovali 10 dni v Hoaglandovom
zivnom roztoku (Hoagland & Arnon, 1950), ktory sme vymieniali kazdy druhy defi, nakol’ko ro-
ztok nebol prevzdusiovany. Hoaglandov zivny roztok bol obohateny aj o As a Si. Pracovali sme
80 6 variantami, a to: kontrola (K), kremikovy variant (Si 2,5 mM), arzénovy variant s 2 réznymi
koncentraciami (As75 uM a As150 uM) a arzénovo-kremikové varianty (As75 uM + Si 2,5 mM
a As150 uM + Si 2,5 mM). Arzén sa do roztoku priddval vo forme anorganickej soli Na,HAsO, -
7H,0 (Sigma) a Si vo forme roztoku kremicitanu sodného (Sigma). Pomocou zriedenej HCI (1 : 1)
alebo KOH sme upravovali pH v roztokoch na hodnotu 6,2. Rastliny sa kultivovali v kultivaéne;j
miestnosti pri teplote 25/23 °C defi/noc, 60 % vlhkosti vzduchu, pri svetelnom rezime 16/8 h
svetlo/tma a intenzite Ziarenia 200 pmol-m?-s™.

Po uplynuti kultivanej periody sme rastliny rozdelili na nadzemnd a podzemnu ¢ast’, pricom
pre analyzy sme pouzivali druhy list, ked’ze prvy bol uz senescentny aj v kontrolnych podmien-
kach. Koreniovu stistavu sme pre nasledné analyzy rozdelili na primarny koren, primarne ad-
ventivne korene a nodalne korene.

Na stanovenie enzymatickych aktivit v druhom liste kukurice a tiez v jednotlivych kategériach
koreniov sme urcili celkovy obsah rozpustnych proteinov. Postupovali sme podla protokolu
Bradford (1976). Proteiny sme vyizolovali z priblizne 5-tich rastlin pre kazdy variant. Z extraktu
sme nasledne stanovili aktivitu guajakol peroxidazy (G-POX), ktort sme stanovili spektro-
fotometricky podla Fri¢ a Fuchs (1970) a nasledne vypocitali podl'a Chance a Maehly (1955).
Podobne aj aktivitu enzymu PAL sme stanovili spektrofotometricky. Postupovali sme podla pro-
tokolu Hodgins (1971) a Havir a Hanson (1970). Spektrofotometricku analyzu sme vyuzili tiez
pri stanoveni koncentracie antokyanov, ktorti sme vykonali len na druhom liste kukurice, kde sme
postupovali podl’a protokolu Neff a Chory (1998).
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Na stanovenie expresie vybranych izoenzymov PAL (PAL2, PAL3 a PALY), sme z nadzem-
nych aj podzemnych Casti rastliny izolovali a purifikovali celkovi RNA pouzitim Plant RNA
purifikaéného kitu Canvax a RNA Clean & Concentrator-5 kitu. Zvysky genomickej DNA sme
odstranili DN-azou I (Zymo Research). Koncentraciu a cistotu RNA vzoriek sme odmerali na
spektrofotometri NanoDrop™ 1000. Nasledne sme 500 ng RNA prepisali do cDNA s primermi
$pecificky navrhnutymi pre dané gény a ur€ili relativinu génovu expresiu pomocou Real-time
PCR (RT-PCR). Vysledky sme vyhodnotili a analyticky spracovali pomocou protokolu Livak
a Schmittgen (2001).

Vysledky sme Statisticky spracovali a vyhodnotili v programoch Microsoft Excel (Office 365)
a STATGRAPHICS Centurion XV (Statgraphics Technologies, verzia 15.2.05), a to pomocou jed-
nofaktorového ANOVA testu a Fisherovho LSD testu na hladine preukaznosti P < 0,05. Vsetky
pokusy a analyzy sme opakovali minimalne trikrat.

Vysledky a diskusia

Enzym PAL je prvym a kI'aiCovym enzymom pri biosyntéze flavonoidov,
ligninov, fytoalexinov ¢i antokyanov, ktoré hraji podstatna tlohu pri obrane
rastlin (Vogt 2010). V ramci jednotlivych kategorii koreiov sme najvyssiu
aktivitu tohto enzymu zaznamenali v hlavnom koreni (obr. 1A), kde vyrazné
zvySenie aktivity enzymu PAL bolo pri vysSej koncentracii As v kombinacii
s Si (As150+Si). Naopak v primarnych adventivnych korefioch sme pozorovali
pri As150 signifikantné znizenie aktivity v kombinacii s Si (obr. 1B). Pri As75
pridanie Si zvysilo aktivitu PAL. V nodalnych korenoch (obr. 1C) sa zvysila
aktivita PAL nad troveni kontroly len vo variante As150, kde vplyvom Si ak-
tivita PAL klesala. Tt ista situdciu sme pozorovali aj v pripade druhého listu
kukurice (obr. 1D), ¢o zaznamenalo viacero autorov pri strese z roznych inych
toxickych prvkov (Li et al. 2008; Khandekar et al. 2011).

Vroznychkategoriach korenov sme najvyssiu aktivitu enzymu G-POX zazna-
menali v hlavnom koreni a primarnych adventivnych koretioch (obr. 2A a 2B).
V hlavnom koreni a rovnako aj v primarnych adventivnych korenoch sa aktivita
G-POX signifikantne znizila v oboch As variantoch a pridanie Si nemalo na
nu ziaden efekt. Naopak, najnizsie aktivity G-POX boli v nodalnych koretioch
a v druhom liste (obr. 2C a 2D). Nodalne korene boli v ramci nasho rozdelenia
koreniov zo vSetkych najmladsie, tym padom pravdepodobne aj najmenej lig-
nifikované. Enzym G-POX sa uplatiiuje nielen pri odstraiovani prebyto¢ného
peroxidu vodika, ktory vznika v nadbytku ako dosledok stresu z As v priestore
bunkovych stien, ale sucasne je dolezity aj pri polymerizacii ligninu, ¢o je
proces, ktory je vyznamnejSie zastipeny v ontogeneticky star§ich koreioch
(Almagro et al. 2009). Samostatné pridanie Si do média signifikantne zvysilo
aktivitu daného enzymu v nodalnych korenioch, rovnako ako pri variantoch
As150 a As150+Si v porovnani s kontrolou. Signifikantne pozitivny u¢inok
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Obr. 1. Aktivita fenylalanin amonium-lyazy (PAL) v jednotkach aktivity mg! rozpustnych pro-
teinov (U mg' RP) v rdznych kategoriach koretiov (A — C) a v druhom liste kukurice siatej (D).
Udaje st priemery = SD. Rézne pismena predstavujii signifikantné rozdiely medzi variantmi na
urovni preukaznosti P < 0,05 (ANOVA, LSD test).

Fig. 1. Activity of phenylalanine ammonia-lyase (PAL) in activity unit mg"' soluble proteins
(U mg' RP) in different categories of roots (A — C) and in second leaf of maize (D). Values repre-
sent means + SD. Different letters indicate significant differences between different treatments at
P <0,05 (ANOVA, LSD test).

Si na aktivitu G-POX pri As variantoch sme pozorovali v druhom liste ku-
kurice (obr. 1D). Kremik zvysil aktivitu enzymu G-POX ako pri nizsej kon-
centracii As (As75), tak aj pri vy$Sej koncentracii As (As150), ¢im vyrazne
prispieva k antioxidacnej odpovedi na stres z toxického polokovu As. Takyto
pozitivny G¢inok Si na zvysenie obrannej reakcie rastlin pomocou stimula-
cie aktivity antioxida¢nych enzymov pozorovalo viacero autorov pri réznych
druhoch stresov (Lukacova et al. 2013; Mandlik et al. 2020; Vaculik et al.
2020; Misathova et al. 2021).

Vzhladom na vysledky aktivity PAL, sme sa rozhodli sledovat’ relativnu
expresiu génov kodujucich niektoré izoformy tohto enzymu. V kukurici je
totizto znamych mnoho izoenzymov PAL, z ktorych sme vybrali tri kddujtce
gény (PALY, PAL3 a PAL?2). Ich relativnu expresiu sme sledovali v hlavnom
koreni a druhom liste, ked’ze tieto organy vykazovali najvyssie aktivity tohto
enzymu. Gén PAL2 v druhom liste kukurice vo vysledkoch nie je zobrazeny,
nakol’ko jeho expresia bola vel'mi nizka, ¢o moze tiez znacit’ absenciu pro-
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Obr. 2. Aktivita guajakol peroxidazy (G-POX) v umol tetraguajakolu min"' mg™' rozpustnych pro-
teinov (RP) v réznych kategériach koretiov (A — C) a v druhom liste kukurice siatej (D). Udaje
su priemery + SD. Rozne pismena predstavuji signifikantné rozdiely medzi variantmi na Grovni
preukaznosti P < 0,05 (ANOVA, LSD test).

Fig. 2. Activity of guaiacol peroxidase (G-POX) in umol tetraguajakol min"' mg™' soluble proteins
in different categories of roots (A — C) and in second leaf of maize (D). Values represent means
+ SD. Different letters indicate significant differences between different treatments at P < 0,05
(ANOVA, LSD test).

teinového produktu. Jednotlivé izoenzymy PAL maju zjavne odlisné ulohy
pri prekonavani roznych biotickych a abiotickych stresorov a rovnako ich ex-
presia je ako vyvinovo, tak aj priestorovo riadena (Vogt 2010).

V ramci jednotlivych zén hlavného koreha sme sa primarne sustredili
na stredovll a bazalnu oblast’, nakol’ko apikalna zéna hlavného korena vyka-
zovala znamky poskodenia a odumierania buniek, pravdepodobne v dosledku
dlhodobého pdsobenia vysokych koncentracii As. Preukazne zvySenu expre-
siu vplyvom pdsobenia As sme zaznamenali iba pri PAL9 v baze pri As150
a v strede hlavného korena pri As75, pricom v obidvoch pripadoch pridanie
Si znizilo expresiu daného génu hlboko pod uroven kontroly. Ostatné izoen-
zymy v réznych Castiach hlavného korena vykazovali vyrazne znizent expre-
siu v porovnani s kontrolou. Vzhl'adom na to, Ze presny pocet izoforiem PAL
vplyvom stresu spdsobeného tazkymi kovmi a polokovmi v kukurici nie je

132



Bull. Slov. Bot. Spolocn., ro¢. 46, ¢. 2: 127-138, 2024

Obr. 3. Relativna expresia génov PAL9 (A, D), PAL3 (B, E) a PAL2 (C, F) v baze a strede hlavného
korenia kukurice zistena pomocou RT-qPCR. Kontrolny variant je znazorneny ¢iernou ¢iarou (hod-
nota 1). Udaje st priemery + SD. Rozne pismena predstavuji signifikantné rozdiely medzi vari-
antmi na urovni preukaznosti P < 0,05 (ANOVA, LSD test).

Fig. 3. Relative expression of PAL9 (A, D), PAL3 (B, E) and PAL2 (C, F) in base and middle part
of maize main root detected by RT-qPCR. Control treatment is represented by a black line (value
1). Values represent means +£SD. Different letters indicate significant difference between different
treatments at P < 0,05 (ANOVA, LSD test).

znamy, neda sa jednoznacne predpokladat’ ucast’ konkrétneho izoenzymu pri
danom type stresu.

Pri obidvoch As variantoch, no najmé pri slabSom strese z As (As75) sme
zistili zvySenu relativnu expresiu génov PALY a PAL3 v druhom liste kuku-
rice v porovnani s kontrolou (obr. 4). Pri menSej arzénovej koncentracii
v kombinacii s Si (As75+Si), v porovnani s variantom bez Si (As75), sledu-
jeme vyrazny pokles v expresii obidvoch sledovanych génov PAL9 aj PAL3
na uroven kontrolnych rastlin. Naopak, pri vyssej koncentracii As pridanie
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Obr. 4. Relativna expresia génov PAL9 (A) a PAL3 (B) v druhom liste kukurice zistena pomocou
RT-gPCR. Kontrolny variant je znazorneny &iernou ¢iarou (hodnota 1). Udaje st priemery = SD.
Rozne pismend predstavuju signifikantné rozdiely medzi variantmi na urovni preukaznosti P <
0,05 (ANOVA, LSD test).

Fig. 4. Relative expression of PAL9 (A) and PAL3 (B) in second leaf of maize detected by RT-
qPCR. Control treatment is represented by a black line (value 1). Values represent means +SD.
Different letters indicate significant difference between different treatments at P < 0,05 (ANOVA,
LSD test).

Si signifikantne zvysilo mieru expresie PAL9 a PAL3 na transkripénej Girovni.
To naznacduje, Ze Si pri vysSej koncentracii As posobi pozitivne a zvySuje
tak sekundarnu metabolicku kapacitu v kukurici, ¢o potvrdili aj Luan et al.
v uhorke (2022) ¢i Soukup et al. v ciroku (2017).

Z neenzymatickych antioxidantov sme sledovali tvorbu antokyanov (obr.
5). Pri ich syntéze hra enzym PAL opat’ dolezitd ulohu, ked’ze ide o jedny
z produktov fenylpropanoidnej biosyntetickej drahy. Antokyany pomahaja
rastliny chranit’ pred poskodenim reaktivnymi formami kyslika, ktoré sa tvoria
pri biotickych aj abiotickych stresoch (Gould et al. 2002; Nagata et al. 2003).
Koncentracia antokyanov v druhom liste kukurice vyrazne klesla v obidvoch
As variantoch v porovnani s kontrolnym a Si variantom (obr. 5). V obrannom
antioxidaénom mechanizme mohlo dojst bud’ k poskodeniu samotného
systému, alebo antioxidaéni odpoved’ prebrali enzymatické antioxidanty
ako napriklad superoxid dismutaza (SOD), guajakol peroxidaza (G-POX)
alebo askorbat peroxidaza (APX). Zaroven sme pozorovali, Ze pridanie Si k As
stresovanym rastlinam signifikantne zvysilo tvorbu antokyanov na uroven
kontrolnych rastlin (As75+Si) alebo i viac (As150+Si). Takto pozitivny vplyv
kremika na antioxidacny obranny mechanizmus formou stimulacie tvorby an-
tokyanov pozorovalo aj viacero autorov (Amiri et al. 2012; Karagiannis et al.
2021; Dar et al. 2022).

Z nasich vysledkov je zrejmé, Ze As znizoval aktivitu peroxidazy v hlavnych
a primarnych adventivnych korenoch a rovnako negativne vplyval na tvorbu
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Obr. 5. Koncentracia antokyanov v pg - mg™ v éerstvej hmotnosti (CH) v druhom liste kukurice.
Udaje st priemery + SD. Rdzne pismend predstavuju signifikantné rozdiely medzi variantmi na
urovni preukaznosti P < 0,05 (ANOVA, LSD test).

Fig. 5. Concentration of anthocyanins in pg - mg™! fresh weight in second leaf of maize. Values
represent means + SD. Different letters indicate significant differences between different treat-
ments at P < 0,05 (ANOVA, LSD test).

antokyanov v listoch. Zaroven sa vplyvom As vyrazne zvySovala expresia
PALY v hlavnom koreni a PAL9 a PAL3 v druhom liste, ako aj stupala aktivita
samotného enzymu. Kremik pridany k As signifikantne zvysil syntézu anto-
kyanov a aktivitu enzymu G-POX v listoch a zaroven signifikantne stimuloval
expresiu PAL9 a PAL3 v druhom liste kukurice, avsak len pri vy$Som strese
z As. V pripade korenov exogénne pridany kremik k As nemal vplyv na ak-
tivitu G-POX. Zistili sme, Ze aktivita jednotlivych enzymov, ako aj expresia
génov pre PAL je do velkej miery rozdielna medzi jednotlivymi kategoriami
korenov, ¢o mdze suvisiet’ s ich funkciou, rozdielnou anatomickou Struktirou
a ontogenetickym stupfiom vyvinu jednotlivych pletiv. Na zaklade naSich
vysledkov mézeme tiez povedat’, Ze Si ma potencial na zmierniovanie urcitych
foriem stresu z toxického polokovu As, no na jeho aplikaciu do praxe je
potrebné vykonat’ d’alsie Studie stivisiace s objasnenim mechanizmu jeho po-
sobenia.
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