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Tezké kovy jsou vyznamnymi kontaminanty zivotniho prostiedi. Nepodléhaji degradaci, jsou
vysoce toxické a snadno se akumuluji v riiznych organizmech a zatézuji potravni fetézce, proto jsou
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a Casto se vyuzivaji v tzv. fytoremediacich. Stresova reakce rostlin na ptisobeni t€Zkych kovi je spojena

se syntézou specifickych ochrannych a signalnich latek.

Cilem disertacni prace je vyzkum interakei pfi pfijmu vybranych tézkych kovi napt. Cd, Zn,
jejich translokace a akumulace. Vyzkum toxicity na razné druhy rostlin, ovlivnéni hlavnich

fyziologickych pochodid — fotosyntézy, respirace, transpirace, syntézy chlorofylu a vyvoléani



morfologickych zmén v pletivech rostlin. Zkouman bude vliv t€Zkych kovti na obsah specifickych latek
napf. organickych kyselin i ochrannych a signalnich latek napt. fenolické latky, thioly, antioxidacni
aktivita. Bude porovndna reakce u vybranych hospodaisky vyznamnych rostlin a pfirozenych
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v piesné definovanych podminkach klimaboxu a nadobovych pokust ve skleniku. V prubehu vegetace
probéhnou nedestruktivni méteni specifickymi pfistroji napt. LCpro+, fluorometr, chlorofylmetr aj.,
budou vyhodnoceny piiznaky toxicity. Sklizeny budou oddélené jednotlivé ¢asti a vybrana pletiva
rostliny a podrobena laboratornim analyzam, napt. pomoci metod AAS, ICP, HPLC-ED,

fotometrickych aj. Vyzkum bude probihat ve spolupréci s vybranymi pracovisti v CR i zahraniéi.
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ABSTRAKT

V ramci prekladané dizertacni prace je shrnuta aktudlni situace kolem problematiky tézkych
kovi (HM) v souvislosti se stresovym pusobenim na rostliny. Prace rovnéZ obsahuje metodiky a
vysledky celkem 4 experiment, které prob&hly v ramci doktorského studia. V téchto pokusech bylo
pracovano s b&zné péstovanymi a dostupnymi rostlinami - fazol obecny (Phaseolus vulgaris), pSenice
(Triticum aestivum L.), okurka seta (Cucumis sativus); 1é¢ivymi rostlinami - kalisie vonna (Calisia
fragans); diive popsanymi rostlinnymi hyperakumulatory - zelenec (Chlorophytum commosum) a
typicky pokusnymi druhy - huseni¢ek (Arabidopsis sp.).

Bylo vyuzito jak hydroponického prostredi, tak nadobovych experimentt ve skleniku. Z HM
jsme se soustfedili prevazné na Cd, vybéroveé doplnéné o esencialni prvek Zn. Krom¢ makroskopického
hodnoceni vlivu Cd na rist a vyvoj rostlin, byly pomoci nedestruktivnich méficich metod zjistovany i
dalsi proménné, jako napf. intenzita fotosyntézy, transpirace, vodivost priduchii ¢i relativni obsah
chlorofylu. Pomoci laboratornich metod pak byl zkouman obsah Cd v jednotlivych ¢astech rostlin,
popiipadé zde byl sledovan i pohyb dalSich relevantnich kationtd. Pro identifikaci a pochopeni zapojeni
riznych obrannych mechanismti bylo v rostlinach rovnéz stanovovano mnozstvi dalSich signalnich
latek, jako napt. organickych kyselin, fenolickych latek (PhC), thioldi ¢i urena mira antioxidacni
kapacity (AOC). To vSe v zavislosti na riznych doprovodnych aniontech, poskytujicich Cd uméle
kontaminovanym pidam.

Béhem experimentti dochéazelo k ovlivnéni produkce rostlinné biomasy, a to jak v pozitivnim,
tak negativnim sméru. Zatimco pfidavek HM do zivného média mél za nasledek snizeni hmotnosti
rostlinné hmoty u mladych rostlin fazole, pSenice a kli¢icich rostlin Arabidopsis, u rostlin okurky
zpusobily vSechny varianty s pfidavkem Cd naopak mirné zvyseni této produkce. Naopak zelenec a
kalisie prokazaly vysokou schopnost odolavat toxicit€¢ Cd a zadné snizeni produkce biomasy nebylo
pozorovano. Doprovodny aniont se rovnéz v tomto ohledu jevil jako jeden z dulezitych faktort. Tim
dal§im, a nemén¢ podstatnym, byl pak samotny rostlinny druh.

K pozorovanym projeviim toxicity patfily v nasich experimentech listové chlorozy, poptipadée
zloutnuti listd ¢i znatelna ztrata pigmentl, popf. hnédnuti kolem listovych Zzilek. Mnohem vétsi
poskozeni pak bylo pozorovano u variant s doprovodnym aniontem CI°, neZ u aniontu SO4>. Potencial
fotochemickeé ti€innosti systému PSII, byl jak inhibovan, tak mirn€ posilen. Tento specificky u¢inek pak
uzce zavisel na druhu rostliny, ale i na dalsich, pro rostlinu dostupnych aniontech. Jednotnym zjisténym
byl fakt, Ze zvysujici se koncentrace Cd v médiu ma rovnéz za nasledek zvysujici se koncentraci kovu
v rostlingé. Vibec nejvice piijatého Cd rostlinami, bylo shodn¢ akumulovano v kotfenech. U rostlin
okurky a fazole to bylo shodné vice nez 90 %, u pSenice okolo 60 %, u zelence 57 % a u kalisie 56 %.
Zn pak ziistaval v kotfenech v mensi ¢asti (ptiblizné 40 - 70 % u fazoli a 30 - 50 % u pSenice). Zn byl

také, pfi pohybu z kofenti do nadzemnich ¢asti, mnohem mobilné&jsi nez Cd.



Signalni, ale i obranny mechanismus kyseliny salicylové se lisil na Grovnich kofene a listu, a to
opét v zavislosti na druhu rostliny. Fenolické latky vykazovaly zapojeni do obrannych reakci rostlin,
predevsim diky kapacité vazat na sebe kov. Rovné€z zvySeni hodnot antioxidacni kapacity, pievazné v
kotenech u zelence a kalisie, jako reakce na vyssi koncentrace Cd, zabranuje ziejmé dalsimu oxidacnimu
poskozeni rostliny. Velky narGst ve vodé rozpustnych thiolll zaznamenaly genotypy Arabidopsis,
obsahujici proteinové prenasece s velkou afinitou k prolinu. Pfitomnost tohoto proteinu tak ziejme hraje
zasadni roli, jak v dostupnosti thiolt, tak celkové odolnosti rostlin vi¢i Cd. V neposledni fad¢é jsme
ukazali, ze vysoké hladiny organickych kyselin nejsou samy o sobé hlavnim divodem pro
hyperakumulaci a hypertoleranci vici Cd.

Zjisténi, ze chemickda forma ptfidaného Cd do zivného roztoku ovliviiuje nejen uroven
akumulace Cd, ale i zapojeni dalSich obrannych mechanismti v podobé syntézy specifickych latek,
Vv zavislosti na druhu rostliny je informaci, na zaklad¢ které jsou velmi zadouci dal§i podobné zaméfené

vyzkumné studie.
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(Arabidopsis sp.); organické kyseliny, fenolické latky; antioxida¢ni kapacita; thioly; toxicita tézkych

kovi; fyziologické pochody rostlin



ABSTRACT

The aim of the present thesis was to summarize current information of actual problem of heavy
metals (HM) in connection with their stress influence on plants. Thesis also includes the methodology
and results of four experiments conducted during the doctoral studies. In these experiments, it was
worked with available commonly grown plants — bean (Phaseolus vulgaris), wheat (Triticum aestivum),
cucumber (Cucumis sativus); medical herbs — basket plant (Calisia fragrans); previously described
metal hyperaccumulator — spider plant (Chlorophytum comosum); and typical experimental plant -
Arabidopsis.

Hydroponic cultivation and pot experiments in the greenhouse were used. From heavy metals,
we concentrated mainly on Cd, selectively supplemented with essential element Zn. In addition to
macroscopic evaluation of the effect of Cd on plant growth and development, other variables were
investigated using non-destructive measuring methods, such as the intensity of photosynthesis,
transpiration, stomatal conductance, and relative chlorophyll content. Using laboratory methods, the
amount of accumulated Cd in different parts of plants, or the movement of other relevant cations were
examined. For the identification and understanding of the involvement of various defence mechanisms
in plants, the amounts of other signal substances, e.g. organic acids, phenolic compounds, thiols or
antioxidant capacity (AOC) were also determined. All measurements were done depending on a variety
of accompanying anions of artificially contaminated soils with Cd.

During the experiments the production of plant biomass was affected, in both positive and
negative direction. While the addition of HM to the nutrient medium resulted in a decrease in biomass
weight of young bean, wheat and germinating Arabidopsis plants, on the contrary, the addition of Cd in
cucumber caused a slight increase of biomass production. Conversely, spider plant and basket plant
demonstrated a high ability to withstand the toxicity of Cd and no decrease in biomass production was
observed. In this respect, the accompanying anion also appeared to be one of the important factors.
Another, and equally less significant, was then plant species.

The observed signs of toxicity in our experiments included leaf chlorosis, yellowing leaves or
noticeable loss of pigments, or browning around the leaf veins. Greater damage was then observed in
variants with accompanied Cl-anion than in variants with SO4> anion. The potential of photochemical
efficiency of PSIl was both inhibited and slightly strengthened. This specific effect was closely
depended not only on the plant species, but also on available anions for plants. Uniform finding was the
fact that increasing concentration of Cd in the medium also resulted in increasing metal concentration
in plant. Identically in all plant species, Cd was the most accumulated in roots. In cucumbers and beans

it was similarly over 90 %, in wheat about 60 %, in spider plant 57 %, and in basket plant 56 %. Zn



remained in roots in smaller quantities (about 40 — 70 % in beans and 30 — 50 % in wheat). Zn was also
in moving from roots to the aboveground parts much more mobile than Cd.

Signal, but also defence mechanism of salicylic acid varied at levels of roots and leaves, again
depending on the plant species. Phenolic compounds showed involvement in plant defence reactions,
mainly because of their capacity to bind metals. Also, an increase in antioxidant capacity, mostly in
roots of spider plant and basket plant, as a reaction to elevated concentration of Cd prevents further
oxidative damage of plants. The large increase in the water-soluble thiols was recorded in Arabidopsis
genotypes containing carrier protein with high affinity to proline. The presence of this protein probably
plays a crucial role, both in the availability of thiols, so in total resistance of plants to Cd. Finally, we
showed that high levels of organic acids themselves are not the primary reason for hyperaccumulation
and hypertolerance to Cd.

The finding that the chemical form of Cd added to the nutrient solution not only affects the level
of accumulation of Cd, but also the involvement of other defence mechanisms in the form of synthesis
of specific compounds, depending on the plant species, is the important result on the basis of which

further studies are highly desirable.
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antioxidant capacity; thiols; heavy metal toxicity; physiological processes of plants
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2. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A intenzita fotosyntézy

AAS atomova absorp¢ni spektrometrie
ABTS™ [2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] kationtovy radikal
APS adenosin 50-phosphosulfate

APX askorbat peroxidaza

AsA kyselina askorbova

ATP adenosintrifosfat

BC bioakumulacéni koeficient

CA kyselina citronova

CAT isozymy katalaz

Dhar dehydroascorbat reduktaza

DM hmotnost suSiny (dry matter)

DTNB kyselina 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova

E intenzita transpirace

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ER endoplazmatické retikulum

FuA kyselina fumarova

FW hmotnost ¢erstvého vzorku (fresh weight)
GA3 kyselina giberelova

GPX glutathion peroxidaza

GR glutathionreduktaza

Gs vodivost pruduchti

GSH glutathion

HM tézké kovy (heavy metals)

LMWT thioly s nizkou molekulovou hmotnosti (low-molecular-weight thiols)

MDHAR monodehydroascorbat reduktaza

MTs metalothioneiny

NPK kombinované granulované hnojivo (obsahujici hlavni Ziviny - dusik, fosfor a draslik)
OEC kyslik tvotici komplex

PC fytochelatiny

PCS fytochelatin syntazy

PEPC fosfoenolpyruvat karboxylaza

PhC fenolické latky

POD skupina enzymu peroxidaz

PS2 fotosystém II




ROS

rpm
RuBisCO
RWC

SA

SOD
TCA

reaktivni formy kysliku

otacky za minutu (revolutions per minute)
ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylaza
relativni obsah vody

kyselina salicylova

superoxiddismutaza

kyselina trichloroctova




3. UVOD

Zivotni prostiedi, jako nenahraditelny prostor k Zivotu, potfebuje kazdy Zivy organismus. Ty
tam jsou ale doby, kde byl svét tvoien jen pfirodnim a nedotéenym prostiedim. V dnes$nim svéte tvori
tyto prostory jen posledni ostrivky nadéje v tolik pfetechnizovaném svéte, v némz je antropogenni vliv
naprostou dominantou. Pies svétlé vyjimky pozitivniho vlivu ¢lovéka se stale Castéji setkavame spiSe
S negativnim puasobenim, které je prezentovano hlavné obrovskym zneciStovanim, coz bezesporu
ovlivituje v prvni fad¢ pldu a rostliny, jakozto elementarni soucasti zZivotniho prostiedi.

K vaznym znecisténim Zivotniho prostiedi, predevsim pak HM, dochazi diky typicky lidské
¢innosti (Hu et al. 2013). Oblasti takto kontaminovanych zemédélskych pid zacalo v posledni dobé na
celém svété dramaticky pribyvat. Diivodem jsou nejen nedavné pokroky v priamyslu a zemédélstvi (Lim
et al. 2012), ale i dal$i lidské cinnosti, jako je nakladani s primyslovymi odpadnimi vodami
z metalurgického a cementarenského primyslu, odpady z t€Zebnich praci, pouzivani fosfatovych hnojiv,
pesticidu, ¢istirenskych kalt a statkovych hnojiv (Ok et al. 2011; Ahmad et al. 2012; Gallego et al. 2012;
Sunetal. 2013; Khan et al. 2013; Lee et al. 2013). Té&zebni pramysl pak uvadi do pohybu velké mnozstvi
hornin a odpadt ve form¢ hlusiny s vysokym obsahem HM (Wang et al. 2009). Bez systému ochrany
tohoto dulniho odpadu pak dochazi k jeho ptirozenému Siteni vétrem, vodou a srazkami do sousednich
zemédelskych pid. Kovy se nésledné v ptidé a vegetaci hromadi, coz predstavuje velkéd zdravotni rizika
jak pro ¢lovéka, tak pro volné se pasouci zvifata (Pal et al. 2006; Wang et al. 2008a). Ke zlepSeni nastalé
situace pak zrovna nepfispivaji ani soucasné ¢i minulé vale¢né konflikty nebo jaderné havarie, obdobné
té z Cernobylské jaderné elektrarny dne 26. dubna 1986 (Suchara et al. 2011; Suchara et al. 2016).

Vétsina z téchto rizikovych kovu patii do skupiny piechodnych prvki s neuplné zaplnénymi d-
orbitaly, s vyjimkou Hg, Cd a Zn, které maji d-orbitaly zaplnéné a malo se tedy podileji na kovové
vazbé. To se odrazi i na jejich fyzikalnich vlastnostech, napf. nizké teploté tani (Nies 2003). Mezi témito
kovy, jsou Fe, Mn Mo dilezité stopové prvky, zatimco Zn, Ni, Cu, Co, Cra V jsou potencionaln¢ toxické
stopové prvky. Prvky Ag, As, Hg, Cd, Pb a Sb v8ak nemaji zadnou znamou funkci jako Ziviny a jsou
vice ¢i méné toxické pro rostliny a mikroorganismy (Nies 1999). Vzhledem k relativni mobilité,
pretrvavani a Siroké distribuci HM v Zivotnim prostiedi, je jejich odstranéni vzdy tézkym tkolem (Tao
et al. 2013).

Kubo et al. (2008) a Casova et al. (2009) navic predpokladaji, ze kontaminace kadmiem (Cd) v
zemédelskych ptdach v budoucnu jeste poroste, predev§im diky dlouhodobému pouzivani fosfatovych
hnojiv s obsahem tohoto prvku, véetné vyuzivani odpadnich vod a Cistirenskych kalti pro ucely
zavlazovani a hnojeni. Prave toto jsou, spolu s atmosférickym spadem, dominantni vstupy Cd do pidy
(Kirkham 2006). To je v pud¢ pomérné mobilni a pfijatelné pro rostliny. Ke kontaminaci potravin a
krmiv tak dochazi jiz pii nizkych koncentracich (Sarwar et al. 2010; Quinn et al. 2011).

Samotna akumulace rostlinou pak zavisi jak na druhu rostliny, tak na Géinnosti rostlin tento kov

absorbovat. Pro hodnoceni se pak pouziva hodnota piijmu kovu nebo prevodni faktor pro transfer kovu
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z pudy do rostliny (Rattan et al. 2005). Hodnoceni biologické dostupnosti tézkych kova (HM) poskytuje
i informace o potencialnim ptenosu a akumulaci kontaminujici latky do potravinového fetézce (Chopin
and Alloway 2007). Dominantnim zdrojem Cd se tak staly pro ¢lovéka ptredevsim kontaminované
potraviny, z nichz jsou nebezpecné hlavné obiloviny (Clemens et al. 2013). Nékteré druhy obilovin,
véetné ryze (Oryza sativa) a pSenice (Triticum turgidum) mohou akumulovat Cd ve svych zrnech, a to
v arovnich, které ptekracuji i mezinarodni obchodni normy (Liu et al. 2007a; Harris and Taylor 2013).
Greger and Landberg (2008) uvadéji, ze vyrobky z obilovin tvofi v Evropé pfiblizné 40 % z pfijmu Cd,
S tim, ze ¢isla budou i nadale nartstat v dusledku rostouci spotieby téstovin. Védci v pokusech pouzivali
ale i dalsi druhy plodin s cilem odhalit ptijem a distribuci kovi. Jednalo se napf. o fepku olejku (Brassica
napus) (Baryla et al. 2001), slunec¢nici (Helianthus sp.) (Di Cagno et al. 2001), kukufici (Zea sp.)
(Krantev et al. 2008), hrach (Pisum sp.) (Popova et al. 2009), fazole mungo (Vigna radiata) (Wahid et
al. 2008), len (Linum sp.) (Belkhadi et al. 2010) , hoi¢ici (Brassica juncea) (Ahmad et al. 2011) a dalsi.
I pfes tyto vyzkumy jsou ale v dané problematice jisté mezery, které mohou ¢init pochopeni t¢inkt kovii

pomerné nejasné.




4. CILE PRACE

Cilem diserta¢ni prace bylo, zaméfit se na vyzkum pfijmu, translokace a akumulace vybranych
HM u rostlin, v nasem ptipadé predevsim Cd a Zn. Cd bylo zvoleno jednak z divodu, Ze se jedna o
jeden z nejagresivnéjsich a nejdéle pietrvavajicich HM v piirodnim prostiedi, ktery mtze byt, diky své
rozpustnosti ve vod¢, snadno absorbovan rostlinnymi pletivy, coz je Casto reflektovano riznymi
viditelnymi fytotoxickymi ptiznaky. Druhym diivodem byla jista ndvaznost na problematiku tykajici se
tohoto prvku fesenou u rostlin fazolu obecného (Phaseolus vulgaris) v diplomové praci. Spolu s Cd byl
predmétem naseho vyzkumu ¢astecné i Zn, ktery vykazuje podobné vlastnosti jako Cd, ma podobné
mechanizmy pfijmu a translokace v rostlindich. OvS§em na rozdil od Cd, je to dilezity stopovy prvek,
nutny pro vyzivu a rist rostlin.

V experimentech bylo nejprve pracovano s bézné péstovanymi rostlinami - fazol obecny
(Phaseolus vulgaris), okurka seta (Cucumis sativus), psenice (Triticum aestivum). Jelikoz se jedna o
plodiny, b&ézné péstované ve velké ¢asti svéta, bylo cilem zjistit, jak mize toxicky vliv kovu ovlivnit
jejich vynos a kvalitu, popt. zda pouziti dil¢ich aniontt, napt. v podobé hnojiv, nemtize znamenat riziko
zvySeného piijmu polutantu. Dale jsme pracovali s jiz dfive popsanym rostlinnym hyperakumulatorem
- zelencem chocholatym (Chlorophytum commosum). Tento pokus byl doplnén o 1é¢ivou rostlinu -
kalisii vonnou (Calisia fragans). Vzhledem k podobnosti své rostlinné stavby a pfitomnosti
antioxidac¢nich latek jsme ptredpokladali, Ze tyto dvé bézné€ dostupné pokojové rostliny mohou mit
podobnou reakci na stres. V neposledni fadé jsme experimentu podrobily i rizné genotypy rodu
husenic¢ek (Arabidopsis sp.). Tento druh je pomérné Siroce prozkouman ve vztahu k HM, a tak nas
zajimala odolnost i dalSich odlisnych genotypu, které obsahuji rizné proteinové pienasece s velkou
afinitou k prolinu.

Vyzkum probihal jak prostfednictvim hydroponickych pokusit v piesné definovanych
podminkach klimaboxu, tak v podob& nadobovych sklenikovych experimentd. Jednotlivé Easti rostlin

byly sklizeny oddélen¢ a vybrana rostlinna pletiva byla podrobena laboratornim analyzam.

Konkrétné jsme se v disertacni praci zaméfili na:

. analyzu hlavnich fyziologickych pochodu rostlin pfi stresové reakci na HM —napft. fotosyntézy,
respirace, transpirace, syntézy chlorofylu (zjistovano v prib&hu vegetace nedestruktivnim

méfenim specifickymi pfistroji napt. LCpro+, fluorometr, chlorofylmetr)

. vyhodnoceni piiznakl toxicity, popf. vyvolanych morfologickych zmén v pletivech rostlin




interakci Cd a Zn pfi piijmu a translokaci, a to jednak v zavislosti na jejich rozdilné koncentraci,

ale také na typu doprovodného aniontu

stanoveni obsahu specifickych latek napt. organickych kyselin, kyseliny salicylové i ochrannych
a signalnich latek napt. fenolickych latek, thiold a stanoveni antioxidacni kapacity s cilem

odhalit zapojeni jednotlivych mechanismil do obrannych reakci

u konzumovanych ¢asti rostlin zjistit jejich potencionalni nadmérnou akumulaci polutanti pfi

jejich zvysené koncentraci v médiu

zjistit mozny potencial jednotlivych rostlinnych druhti pro moznost pouziti pro dalsi vyzkumy

v oblasti ptipadnych fytoremediaci




5. AKTUALNI PREHLED PROBLEMATIKY

5.1 Kadmium

5.1.1 Charakteristika prvku

Cd je relativné vzacny prvek, ktery se v pfirodé nenachazi v Cistém stavu. Je prvkem
neesencialnim a zaroven jednim z nejagresivnéjsich a nejdéle pietrvavajicich HM v piirodnim prostiedi
(Hu et al. 2013). V ovzdusi rychle oxiduje na oxid kademnaty (CdO). Snadno reaguje s oxidem
uhli¢itym (CO,), vodni parou, oxidem sifi¢itym (SO.), oxidem sirovym (SOs), nebo chlorovodikem
(HCI), a kromé uhli¢itanu kademnatého (CdCQOs) se vyskytuje jesté jako hydroxid (Cd(OH).), sulfid
(CdS) ¢i chlorid (CdCly). RovnéZ se miize vazat slabou vazbu k uhliku a dal$im vice elektronegativnim
prvkiam (Tran and Popova 2013). Rovnéz nema amfoterni vlastnosti, a ackoli jsou znamy anionty Cd,
prvek se v bazich nerozpousti (Borsari 2006). Jeho obrovska Skodlivost spociva v jeho snadném piijmu
rostlinnymi butikami (Liu et al. 2007b). A to i pfes to, ze neni nikterak nezbytny pro jejich rust (Gill et
al. 2013). Diky rozpustnosti ve vodé, mohou byt Cd?" ionty snadno absorbovéany pletivy, coz ¢asto
reflektuji rizné viditelné fytotoxické priznaky (Singh et al. 2008; Hu et al. 2009; Valentovicova et al.
2010; Gill et al. 2013). Ve srovnani s ostatnimi HM, ma také vyssi tendenci hromadit se v pozivatelnych
Castech plodin, které nasledné vstupuji do potravniho fetézce (Arao et al. 2003; Ishikawa et al. 2010).
Kromé ovoce a obilovin, byly totizZ popsany piirozené vyssi koncentrace v listové zelenin€ a hlizach
brambor (Tran and Popova 2013). Pro vétsinu rostlin je Cd totiz toxické jiz pfi nizkych koncentracich.
K jeho rychlé absorpci dochazi pomoci kotend, nasledné pesunu do xylému a transportu do nadzemnich
Casti rostlin. Zde zpusobuje hlavné inhibici ristu a ¢etné fyziologické a metabolické poruchy a to tak,
ze dochazi ke zménam zakladnich biochemickych reakci (Hermans et al. 2004; Benavides et al. 2005;
Ishikawa et al. 2010). Na morfologické urovni zptisobuje Cd inhibici ristu kofenti, chlorozy listi
(Nocito et al. 2002; Benavides et al. 2005; Pavlikova et al. 2008), inhibici otevirani priaducha (Perfus-
Barbeoch et al. 2002), vadnuti a dokonce i smrt rostliny (Barcelé and Poschenrieder 1990). Mize téZ
vyvolat celou fadu fyziologickych zmén, véetné inhibice fotosyntézy a transpirace (Nyitrai et al. 2003;
Shi et al. 2010), indukci oxida¢niho stresu (Schiitzendiibel et al. 2001), zmény aktivity enzymu (Sanita
di Toppi and Gabbrielli 1999; Hasan et al. 2009) ¢i modifikace v expresi gend (Sarry et al. 2006;
Herbette et al. 2006).

Ovlivnén je také piijem mineralnich latek (Gouia et al. 2000; Zhang et al. 2002; Shukla et al.
2003; Kim et al. 2003; Drazi¢ et al. 2004; Adhikari et al. 2006), metabolismus bilkovin a funkce
membran (Azevedo et al. 2005) nebo vodni provoz rostlin a kli¢ivost semen (Fayiga et al. 2004; Shweta
and Agrawal 2006). Samotna citlivost rostlin vii¢i tomuto pisobeni tak zavisi na vzajemné propojené

siti fyziologickych a molekularnich mechanismi, které zahrnuji pfijem a akumulaci kovu pres




extracelularni prostory a bunécné stény, tvorbu komplext s ionty uvnitf buiiky (napf. organické
kyseliny, aminokyseliny, fytochelatiny, apod.), obecné biochemické reakce jako indukci antioxidacnich
enzymu a aktivaci nebo Gpravu metabolismu rostlin (Cho et al. 2003). Vzhledem k tomu, ze se Cd
prirozené vyskytuje prakticky ve vSech pidach, obsahuji logicky i vSechny potravinaiské vyrobky
néjakou koncentraci tohoto prvku, a proto jsou vSichni lidé vystaveni pfirozené davce Cd (Tran and

Popova 2013).

5.1.2 Vstup do pudy a jeji zneciSténi

Samotny vstup Cd do ptdy se ned€je pouze antropogenni ¢innosti. Je zfejmé, Ze na vin€ jsou i
zdroje ptirodni. Témi se rozumi piedevsim pfirozené zakladni podlozi ¢i pohyb mateéného substratu,
jako napt. ledovcového a naplavového. OvSem nejvetSimi piirodnimi zdroji mobilizace Cd v zemskeé
kiie jsou sopky a zvétravani hornin. Translokace prvku pak v rdmci biosféry probiha prostfednictvim
rozdilnych procest. Ro¢né se na Zemi uvoliiuje do zivotniho prostfedi pomérné velké mnozstvi Cd, asi
25 000 tun. Ptiblizné polovina tohoto mnozstvi se diky zvétravani hornin dostane do fek a ¢ast se uvolni
do ovzdusi prostfednictvim lesnich pozari a sope¢né ¢innosti. Zbytek Cd ma pivod z lidské ¢innosti, a
to predevsim pti ¢innostech produkujicich pramyslovy odpad z procest jako jsou napf. elektrolytické
pokovovani, vyroba plastl a barevnych pigmentu, té¢Zba, pfiprava slitin a akumulatord, vyroba komposti
a hnojiv (Tran and Popova 2013). Dokonce i ¢istirensky kal, ktery vznikl v pfisné kontrolovanych
podminkach, obsahuje Cd a pfispiva tedy ke zne¢istovani, a to pfedevs§im podzemnich vod (Moradi et
al. 2005). Jako primérna hodnota vyskytu Cd v nekontaminovanych ptadach je uvadéno rozmezi od 0.1
do 1.5 mg.kg™. Pro tyto piidy se obsahy Cd v CR pohybuji v rozmezi od 0.18 do 0.26 mg.kg* (UKZUZ
Brno, 2007). Nicméné hnojiva mohou obsahovat az 40 mg.kg?* Cd. Ptidni roztoky neznecisténych pid
pak obsahuji koncentrace v rozmezi od 0.04 do 0.32 mM Cd. Obecné 1ze tak pidni roztoky o koncentraci
0.32 - 1 mM povazovat jiz za stfedné zne¢isténé (Tran and Popova 2013). Cd se v pude kumuluje nejvice
ve vrstvé 0 - 5 cm a s piibyvajici hloubkou jeho koncentrace klesa. Obsah Cd vyssi nez 3 mg.kg™? je jiz
povazovan za nadmérny s moznosti toxického ptisobeni (Benes 1994).

Situace v Ceské republice je obdobna té svétové. Zdrojem Cd jsou zde predevsim odpadni vody
z povrchovych tprav kovil galvanickym pokovovanim (kadmiovanim), sklarského primyslu, hutnictvi
nezeleznych rud, vyroby hnojiv, fotografického a polygrafického primyslu a primyslu vyroby
plastickych hmot. Nejveétsi mnozstvi Cd se pak u nas spotfebovava pii vyrob¢ zaporné akumulatorové
hmoty a vyrobé nikl - kadmiovych (Ni - Cd) ¢lankd. Velmi Casté je téZ pouziti ve sklarském pramyslu
pii barveni skla a v povrchovych upravach kovii kadmiovanim. K nejvice zneisténym zemedélskym
pidam v CR pati oblasti v Moravskoslezském, Karlovarském a Stiedoeském kraji, ktera do jisté miry
odrazeji téZebni oblasti. V procentech maximalné pfipustné hodnoty zobrazuje situaci obr. 1. Ze situace
v ovzdu$i pak stoji za zminku piedev§im nadlimitni koncentrace v oblasti Tanvaldska (viz obr. 2).

Ptic¢inou Ize hledat v zastoupeni mistniho primyslu, pfedevsim pak sklaren.
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Obsahy rizikovych prvki v zemédélskych pidach Ceské republiky
Kadmium (Cd) 2M HNO,, mg.kg"' C d

praméimé obsahy kadmia podle katastralnich uzemi jako
Procenta maximaing pripustné (Iimitni) hodnoty (vyhl. &. 13/1994 Sb.)
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Obr. 1: Obsahy Cd v zemé&délskych pidach CR. Prevzato z www strinek Ministerstva zemedglstvi

(http://eagri.cz/public/web/file/288302/cdus13cd.jpg).
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Obr. 2: Roé¢ni pramérné koncentrace Cd (ng.m®) v ovzdusi CR (rok 2014). Pfevzato z www strének

Ceského hydrometeorologického tstavu
(http://portal.chmi.cz/files/portal/docs/uoco/isko/grafroc/14groc/qrl4cz/png/olV6-1.png).
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5.1.3 Vliv pidnich faktora na dostupnost

Je znamo, Ze na miru pfijmu Cd vyS$Simi rostlinami ma vliv hned nékolik rtiznych pldnich
faktori, jako napf. samotna koncentrace kovu v pudé¢, jeho biologicka dostupnost, pfitomnost
organickych latek, redox potencial (Liu et al. 2000) ¢i teplota a koncentrace dalsich prvkt (Benavides
et al. 2005). Dalsim faktorem je pidni druh. Ten v pudni matrici ovliviiuje pFedevsim rychlost a cesty
migrace kontaminantu a to nejen do spodnich vod. V ptipadé lehkych pad (pis¢ité a hlinitopiscité)
probiha daleko rychlejsi migrace prvku, zatimco tézké pady jsou charakteristické vetsi sorpei
kontaminantu v pud¢. V ptdach se Cd vyskytuje v riznych formach. Zna¢na ¢ast prvku je v rizikovych
pudach zastoupena ve vyménné forme, u nekontaminovanych pid pievlada forma vazana na oxidy
Zeleza a manganu. Vysoka mobilita Cd souvisi také s koncentraci chloridii v pidnim roztoku. S
fulvokyselinami tvoii rozpustné chelaty. Mobilita Cd je v piidach uréovana pomérem huminovych
kyselin a fulvokyselin. Pfevladaji-li v ptidé oxida¢ni podminky, ma Cd tendenci tvotit malo pohyblivé
slouceniny. Nejvyssi zakonem ptipustné koncentrace Cd pro zakladni druhy zemédélskych ptd upravuje
v CR vyhlaska Ministerstva Zivotniho prostiedi ¢. 13/1994 Sb. Pro Cd je to 0.4 mg.kg™ (Iehké pidy) a
1.0 mg.kg? (ostatni pidy). Vyhlaska udava shodné maximaélni piipustné obsahy jak pro rozklad
lucavkou kralovskou tak pro 2M HNO:s.

Nicméng, za viibec nejdulezitéjsi je pravem povazovano pH pudy (Adams et al. 2004; Li et al.
2005). Obsah Cd v bazickych horninach je vys$$i nez v horninach kyselych (Adriano 2001). V
alkalickych pudach je Cd pak zna¢né imobilni. Naopak pfi pH < 5 je Cd mobilng&jsi nez Zn. Existuje
linearni trend mezi pH ptdy a piijmem Cd - pokud se tedy jiné vlastnosti pudy neméni, vede klesajici
pudni pH ke zvySujici se koncentraci Cd v rostlinach (Norvell et al. 2000; Wu and Zhang 2002; Kirkham
2006). Vzdy se ovsem jedna o komplexni plisobeni v§ech proménnych, jelikoz jen samotné zvyseni pH
pudy nevede vZzdy k automatickému sniZeni ptijmu Cd rostlinami (Eriksson 1989; Singh et al. 1995).
Nicméné pudni reakce je jednim z dulezitych faktort, které upravuji extrahovatelnost Cd v padé - vyssi
pH pudy zvysuje jeho adsorpci v ptid€ a tim zaroven snizuje jeho extrahovatelnost (Christensen 1984).
K tomu dochézi pravdépodobné kvuli snizeni v konkurenci o vazebna mista s ionty H™ a zvySeni
zaporného naboje na povrchu ptidnich koloidt (Zemanova et al. 2014).

Dalsimi stimuly vedouci ke zvySeni piijmu a akumulaci Cd jsou napt. acidifikace rhizosféry
nebo ¢innost nitrat reduktaz (Clemens et al. 2002). Chaudri et al. (2007) pak ptidavaji dalsi vyznamny
faktor, a sice obsah organického uhliku v ptid€. Pres vSechna zjisténa fakta je ovSem jasné, Ze porovnat
vysledky sklenikovych a polnich studii je pfinejmenSim slozité. Zatimco pouziti NPK hnojiva ve
sklenikovych pokusech vedlo ke zvySeni obsahu Cd v plodinach, u polnich plodin stejny efekt nenastal,
pravdépodobné i v dusledku dlouhodobého pouzivani fosfatovych a organickych hnojiv (He and Singh
1994). Nicméng, i mnoho sklenikovych pokust ukazalo obdobnou korelaci piijmu Cd a pH pudy (Tran
and Popova 2013).
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5.1.4 Mechanismy pi#ijmu a distribuce v rostlinach

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 5.1.3, piida, environmentalni a managemenstké faktory jsou tedy
do jisté miry zodpovédné za mnozstvi nahromadéného Cd v rostlinach (Hart et al. 1998). Obecné plati,
ze ionty Cd se vétsinou nejprve absorbuji v apoplastu kotfend rostlin. Potom vstupuji do kofenovych
bunék a ovliviiuji jejich metabolizmus. Naptiklad v kukutici (Zea sp.) pusobi silnd adsorpce Cd na
kotfenovém apoplastu jako hlavni hnaci sila k vychytavani tohoto kovu z pidy (Redjala et al. 2009).
Nicméné tento zavér se napt. uryze (Oryza sp.) nepotvrdil (Lu etal. 2009). Studie o piijmu kovu ukazuji,
7e systémy v podobé nespecifickych pienasect pro zdkladni kationty v membranéch, jako napf. Cu?*,
Ca?', Fe?*, Mn?" a Zn?*, také ptispivaji k piijmu Cd (Cohen et al. 1998; Clemens et al. 1998; Rascio and
Navari-1zzo 2011), jak to ostatné shrnuje i obr. 3. V bé&Znych rostlinach je tedy ptijem Cd nespecificky.
Piedpoklada se, ze vstup Cd do buiky je zpusoben vysokou afinitou systému pro piijem kovi nebo

nizkou afinitou systému pro ptijem Ca nebo Zn (Lombi et al. 2002; Roosens et al. 2003).
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Obr. 3: Shrnuti identifikovanych transportérti kovu v rostlinach. Pievzato z Hall and Williams (2003).

Po vstfebani pomoci kotend, je Cd translokovano v iontové formée do prytt jak pomoci xylému,
tak nasledné floému (Tudoreanu and Phillips 2004; Page and Feller 2015), a to bud’ pasivng, pomoci
transpira¢niho proudu (Salt et al. 1995), nebo aktivné ptes Fe prenasece (Nakanishi et al. 2006). Schéma
shrnujici procesy podilejicich se na distribuci a pierozdéleni HM v rostlinach shrnuje obr. 4. Zastoupeni
jednotlivych pfenase¢t pii pfijmu a distribuci Cd a As u rostlin huseni¢ku (Arabidopsis sp.) a ryze
(Oryza sp.) vystihuje obr. 5. Uginky transpirace na samotny pifjem Cd viak byly v historii jak potvrzeny
(Hardiman and Jacoby 1984; Salt et al. 1995), tak vyvraceny (Perfus-Barbeoch et al. 2002). Je v8ak jisté,

ze Cd pfi ptijmu konkuruje ostatnim mineralnim prvkiim (Drazic¢ et al. 2004; Adhikari et al. 2006), a to
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piedevsim Zn (Rivetta et al. 1997; Zhao et al. 2002; Tuma and Svojanovska 2015), P (Dheri et al. 2007),
Ca (Rivetta et al. 1997; Choi and Harada 2005) a Cu (Rivetta et al. 1997; Kudo et al. 2011). Vliv na
ptijem a distribuci prvku mize mit ale také aniont, ktery kov doprovazi v jeho solich, nejcastéji CI (Li

et al. 1994; Oporto et al. 2008), SO4* a NOz (Tuma et al. 2008; Tuma et al. 2010; Tuma et al. 2014).
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Obr. 4: Schéma shrnujici procesy podilejicich se na distribuci a pierozdéleni tézkych kovi v rostlinach.
Relativni rozptyly (ervend barva) %Zn, 1°°Cd, %3Ni, °Fe, *Mn a >’Co jsou zaloZeny na autoradiografech riznych
druhii rostlin s diirazem na dilezita zjisténi. Nasledujici procesy se podileji na specifické distribuci téchto kovi:
(A) insolubilizace na povrchu korenit a v korenovém apoplastu; (B) prijem a ukladadni do korenového xylému; (C)
prijem a uchovdavani v korenovych busikdach, (D) basipetdlni transport ke koreniim pres floém; (E) transport
Z bunky do buriky v meristémech a v mistech bez funkcniho Iyka; (F) transport pomoci transpiracniho proudu vV
xylému k mezofylovym buitkam; (G) transfer z xylému do lyka prostiednictvim transferovych bunék v malych

svazcich, a (H) remobilizace ze starsich listii a transport do kandlkii pres floém. Pievzato z Page and Feller (2015).
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Obr. 5: Pfijem a distribuce kadmia a arsenu u rostlin (A) Arabidopsis a (B) ryze. Procesy spolecné pro
oba druhy (korenovy prijem, vakuoldrni sekvestrace a ukladani do semen) jsou zobrazeny ve stredu obrdazku.
Typické transportni bilkoviny pro Konkrémi druhy jsou oznaceny At (Arabidopsis) nebo OS (ryze). Procesy, 0
kterych je zatim mdlo informaci, chybi nebo které vyZaduji dalsi vyzkum, jsou oznaceny cervenymi otazniky.
Predpoklada se, ze vychytavani a prijem molekul v reprodukcnich pletivech, je zprostredkovino specifickymi
prenaseci, ale totoznost téchto proteinii zatim nebyla stanovena. Jsou zobrazeny pouze proteiny charakterizované
in vitro a in planta. Pro jednoduchost byly vynechany co-substraty, jako je napriklad H" nebo ATP-Mg. Zkratky
Vv obrdzku: GSH = glutathion; Me = kov napriklad Cd nebo As (I11); PCS = fytochelatin syntazy, PC-Me = komplex
fytochelatin-kov; GS-Me = komplex glutathion-kov; NA-Me = komplex NA-kov. Pievzato z Khan et al. (2014).

Prevazna cast Cd, prijatého rostlinami, byva sice zachycena v kotenech, nicméné¢ ¢ast byva
translokovana do nadzemnich c¢asti rostlin, potazmo semen. Celkové mnoZzstvi nahromadéného a
translokovaného Cd v rostlinach se vSak mize lisit podle druhu a kultivaru a to i v ramci jednoho druhu
(Li et al. 2005; Benabid and Ghorab 2013; Tran and Popova 2013). Vzdy to ale zavisi i na ¢innosti
kotenovych detoxikacnich mechanismi (Benabid and Ghorab 2013). Maximalni akumulaci v kofenech
rovnéz nemizeme brat pausalné. Napiiklad Bosiacki (2009) zjistil, ze Cd bylo translokovano predevsim
do listd a vyhonkd okrasnych rostlin, pak do kvétenstvi a nejmensi mnozstvi tohoto kovu nalezl

paradoxné v kotenech. Qiu et al. (2011) pak ve svych analyzach uvadi, ze 70 % z celkového obsahu Cd
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v listech bylo obsazeno v protoplastech, a vice nez 90 % Cd v protoplastech bylo lokalizovano ve
vakuolach. Cd se v listech nahromadi pfedevs§im v bunéCnych sténach, zatimco mira akumulace je
relativné nezavisla na urovni Cd v zivném roztoku (Ramos et al. 2002).

V pokusech Page and Feller (2005) bylo °Cd, které se dostalo az do vyhonkd, rovnomérné
rozdéleno mezi jednotlivé listy. Autoradiogramy navic ukézaly, koncentrovani kovu v centralnich zilach
listt (Page and Feller 2005; Page et al. 2006). Dalkovy transport z kotfenti do vyhonki se opét muize lisit
v zavislosti na druhu rostliny, jak ukazali u lupiny bilé (Lupinus albus) a pSenice (Triticum sp.) napf.
Page and Feller (2005) a Page et al. (2006), s tim, ze Cd miZe byt translokovano i v zrnech (Herren and
Feller 1997; Riesen and Feller 2005). U lupiny bilé pak autofi zjistili sice malé koncentrace ve vyhoncich
v porovnani s kofenem (Page and Feller 2005). Nicméné, toto malé mnozstvi *°Cd, bylo pfitomno ve
viech &astech plochy listu. Tato homogenni distribuce miize byt vysvétlena vychytavanim %°Cd do
mezofylu ¢i epidermalnich bun€k. Rovnéz byl i popsadn pohyb Cd mezi riznymi ¢astmi kotene, coz
nejde bez transportu pomoci floému, a to bud’ pfimym spojeni kofenovych segmentti nebo sekundarné
remobilizaci Cd z vyhonkti (Welch et al. 1999). Podobné zaloZeny pienos radionuklidi °Cd a ®Zn,
které se $itily nahoru v xylému, pak byly pieneseny z xylému do floému a piepravovany floémem do
kotenovych $picek, pozorovali i Page and Feller (2005).

Ptesto, ze nase prace je predevsim zamétena na piijem HM prostiednictvim kotfentl, existuji i
dalsi cesty vstupu. Pfedevsim se jedna o pifimou depozici Cd ze vzduchu (Smolders 2001), kterou muze
Cd vstoupit az do lidského potravinového fetézce. Snadné hromadéni touto cestou v piipadé Ni, Cd a
Cu u zrn a slamy psenice (Triticum sp.), rostlin jilku (Lolium sp.), bojinku (Phleum sp.) a hlavkového
salatu (Lactuca sativa) pozoroval Ylaranta (2008). EI Abidi et al. (2015) ve svém pokuse s rostlinami
blahovi¢niku (Eucalyptus sp.) pozorovali nejvétsi znecisténi Pb, Cd a Zn kolem vyroben keramiky, kde
byly hlavnim zdrojem znecis$téni usazeniny ¢astic na listech a hodnoty klesali v potadi Zn > Cd > Pb.
| dalsi autofi pouzivaji kontaminaci listti stromt kovovymi slou¢eninami pro biomonitoring znecisténi
ovzdusi v méstskych oblastech (Fernandez Espinosa and Oliva 2006; Arriagada et al. 2007).
V poslednich desetiletich pak bylo v celé Evropé uspésné vyuzito mechi k biomonitoringu depozice
HM. To predstavuje, hlavné pro Cd a Pb, bezplatnou, Casové nenarocnou a pomérné spolehlivou metodu
monitoringu depozice z ovzdusi (Harmens et al. 2010; Harmens et al. 2012), ktera je v evropském
mefitku hlavnim faktorem, ktery urcuje hromadéni Cd a Pb u mechii (Holy et al. 2009; Schrdder et al.
2010). | z jinych zdroju vyplyva, ze dokonce i omyté plodiny mohou obsahovat Cd, které je zde ulozeno
ze vzduchu béhem rustu rostlin (Smolders 2001). Koncentrace pak zavisi na druhu plodiny, pude,
schopnosti kotfene absorbovat a samoziejmé na znecisténi ovzdusi (Hovmand et al. 1983; Harrison and
Chirgawi 1989). Z raznych experimenta vsak vyplyva, ze tuto cestu lze zanedbat v oblastech s nizkou
roéni atmosférickou depozici Cd (< 2 g Cd hal.y™, typické pro vétSinu venkovskych oblasti v Evropg).

Nicméng, pti zvySené rocni atmosférické depozici (> 10 g Cd hal.y?), se mize jednat 0 dominantni
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zdroj Cd v plodinach, coZ je situace, ktera mize nastat kolem metalurgickym huti (Smolders 2001;
Yléranta 2008).

5.2 Toxické u¢inky Cd na rostliny
5.2.1 Vliv na rist na vyvoj rostlin

Toxicita Cd zpisobuje u mnoha rostlinnych druhd nejenom inhibici, ale i ¢etné abnormality
rustu. K charakteristickym celkovym piiznakim toxicity Cd patii redukce riistu kofeni a listd, bunécna
smrt, svinovani listd a chlor6za, zmény v respiraci, fotosyntéze a vyméné plynt, ovlivnéni piijmu
dalsich iontl, pfenosu a vyuziti zivin a vody, poruchy v antioxida¢né obrannych procesech, generovani
oxidacniho stresu a peroxidace lipidl, posSkozeni bunéénych membran, inhibice enzymatické aktivity a
naruseni bunéénych transportnich procesti (Sharma and Dietz 2009; Rodriguez-Serrano et al. 2009).
Snadny pfijem rostlinami ma za nasledek rizné znamky toxicity (Gill et al. 2013), projevujici se
negativné napf. na kli¢ivosti semen (Bahmani et al. 2012; Siddhu and Ali Khan 2012), ristu (Bhardwaj
et al. 2009; Popova et al. 2009; Aldoobie and Beltagi 2013; Zemanova et al. 2015a; Zemanova et al.
2015b), relativnim obsahu vody (RWC) (Saifullah et al. 2013; Howladar 2014), rychlosti fotosyntézy
(A), vodivosti pruduchut (Gs) a transpiraci (E) (Seregin and lvanov 2001; Ahmad et al. 2011; Saifullah
et al. 2013), syntéze fotosyntetickych pigmentt (Sbartai et al. 2012; Aldoobie and Beltagi 2013), a
koncentraci mineralni iont v listech (Saidi et al. 2013). Toxicita mtize také vyplyvat z vazby kovl na
sulthydrylové skupiny proteinti, coz vede k inhibici jejich aktivity ¢i pfimo k naruseni struktury. Muze
dochazet i k nahradé¢ esencialniho prvku, coz pozdé&ji vede k nedostate¢nému ucinku proteint (Capuana
2011).

Kofteny pfi dlouhodobé expozici slizovati, hnédnou, a dochazi ke zménam v jejich morfogenezi
(Rascio et al. 2008). Pozorovana byla rovnéz inhibice tvorby bo¢nich kofent, zatimco u hlavniho kofene
dochazelo k hnédnuti, tuhnuti a krouceni (Krantev et al. 2008; Yadav 2010; Rascio and Navari-1zzo
2011). Autoti vidi hlavni divody v neuspoiadaném rozdéleni a abnormalnim rozsiteni epidermis a
kortikalni vrstvy bun€k v apikalni oblasti. V rostlinach hrachu (Pisum sp.) zptsobilo Cd poruchy v
prodlouZeni kofenti a mitotickém procesu a zplsobilo chromozomalni aberace kofenovych Spicek
(Siddiqui et al. 2009). Vysoka koncentrace Cd (250 uM) pak méla u této rostliny za nasledek velmi
rychlou poruchu mitbzy kotend, a to jiz po 24 hodinach od vystaveni toxicité. Vysledkem jsou rovnéz i
neobvykle vysoké pocty nukleovych populaci v diferencovaném kofenovém systému (Fusconi et al.
2006; Fusconi et al. 2007). Kromé toho bylo pozorovano i poskozeni DNA v bunkach kotenové cepicky
(Seth et al. 2008).

V listech naopak dochdzi ke zménam ultrastruktury chloroplastli, potazmo nizkému obsahu
chlorofylu, coz vede k chlor6zam a omezené Cinnosti fotosyntézy (Rascio et al. 2008; He et al. 2008;

Lee et al. 2010; Miyadate et al. 2011). Casty vyskyt listovych chloréz naznaduje, ze metabolismus Cd
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je realizovan piedevs§im v listech, které jsou vice citlivé na Cd neZ ostatni ¢asti rostlin (Benabid and
Ghorab 2013). Kov vV listech také indukuje tenci listovou &epel, coz vyplyva z mensi vrstvy bunck
palisadového parenchymu a snizeného poctu a velikosti houbového parenchymu (Gratao et al. 2009).
Nicméné mechanismus toxicity je stale sporny, jelikoz napt. Bosiacki (2008); Bosiacki (2009); Siddhu

and Ali Khan (2012) pozorovali i mirn¢ stimula¢ni G€inky, a to predevsim nizkych koncentraci Cd.

5.2.2 Vliv na fotosyntézu

Bylo prokazéano, ze fotosyntéza, jako jeden z hlavnich faktord ovliviiujici produkci biomasy, je
velmi citlivym procesem, vici piitomnosti Cd v pletivech vyssich rostlin (Ekmekgi et al. 2008).
Nadmérné koncentrace HM v rostlinach mohou zpUsobit nejen oxidacni stres, ale i poskozeni funkce
pruduchu (Fayiga et al. 2004; Shah et al. 2008), coz ma za nasledek silné ovlivnéni fotosyntézy a
fluorescencnich procesa chlorofylu (Monni et al. 2001). Velky pocet studii identifikovalo fotosyntetické
pigmenty jako primarni misto pusobeni Cd, zejména pak biosyntézu chlorofylu (Baszynki et al. 1980)
a karotenoidt (Prasad 1995). Baryla et al. (2001) pak vidi ptavod chloréz nikoliv v disledku pfimé
interakce Cd s biosyntézou chlorofylu, ale pravdépodobné ve sniZeni hustoty chloroplastd. Takto
indukovany pokles obsahu pigmentu byl silngjsi na povrchu listli (stomata, svéraci buriky), nez tomu
bylo v mezofylu. Kromé toho byla pozorovana zména velikosti bun€k, a sniZzeni hustoty pruduchi
Vv epidermis, pravdépodobné diky moznému zasahu Cd ptimo do replikace chloroplasti a déleni bun¢k
v listech. Autofi také ukazali silné snizeni vodivosti praduch?.

Je znamo, ze Cd? ionty ovliviiuji strukturu a funkci chloroplasti u mnoha rostlinnych druhd,
jako jsou napf. pSenice seta (Triticum aestivum) (Atal et al. 1991), fepa ¢ervena (Beta vulgaris) (Greger
and Ogren 1991), fazole mungo (Vigna radiata) (Keshan and Mukherji 1992), $penat sety (Spinacea
oleracea) (Sersen and Kral’ova 2001), a fazol obecny (Phaseolus vulgaris) (Padmaja et al. 1990).
Samotnou inhibici fotosyntézy pak prokazaly vyzkumy pii dlouhodobé i kratkodobé expozici napi. u
fepky olejky (Brassica napus) (Baryla et al. 2001), sluneénice (Helianthus annuus) (Di Cagno et al.
2001), penizku modravého (Thlaspi caerulescens) (Kiipper et al. 2007), kukufice (Zea sp.), hrachu
(Pisum sp.), je¢mene (Hordeum sp.) (Popova et al. 2008), fazole mungo (Vigna radiate) (Wahid et al.
2008), a psenice (Triticum sp.) (Moussa and El-Gamal 2010).

Hlavnim cilem ptsobeni Cd jsou 2 klicové enzymy fixace CO.: ribulosa-1,5-bisfosfat
karboxylaza (RuBisCO) a fosfoenolpyruvat karboxylaza (PEPC). Bylo prokéazano, ze Cd?* ionty snizuji
aktivitu RuBisCO a poskozuji jejich strukturu nahrazenim Mg iontt, které jsou dilezitymi kofaktory
karboxylaénich reakci. Cd téz zptisobilo nevratnou disociaci velkych i malych podjednotek RuBisCO,
coz vedlo k celkové inhibici tohoto enzymu (Stiborova 1988; Malik et al. 1992). Jako misto mechanismu
inhibice, je obecné uznavan oxida¢ni komplex (OEC) ktery je soudasti fotosystému 2 (PS2). Cd
ovliviiuje tento komplex tim, ze nahradi Ca?* v Ca/Mn shlucich, tvoiici centra vyvoje kysliku

(Sigfridsson et al. 2004). Popiipadé muze dochazet k nékterym modifikacim ve vazebnych mistech
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plastochinonu Qb, ktery je rovnéz soucasti PS2 (Geiken et al. 1998). Cd zpusobuje také zmény ve
funkénosti membran a to pfedev§im tim, ze indukuje zmény jejich lipidi a slozeni mastnych kyselin

(Ouariti et al. 1997; Popova et al. 2009).

5.2.3 Vliv na mineralni vyZivu

Ptitomnost Cd?* iontli miize silné ovlivnit nejen piijem, transport, ale i naslednou distribuci
mnoha mineralnich prvkt v rostlinach (Zemanova et al. 2015b). V kofenech cukrové fepy (Beta
vulgaris) byl pozorovan nedostatek Fe vyvolany pravé ptitomnosti Cd (Chang et al. 2003). V rostlinach
hrachu (Pisum sp.), bylo siln¢ inhibovano vyuziti P, K, S, Ca, Zn, Mn a B po expozici Cd (Metwally et
al. 2005). Jiz koncentrace 1,0 uM Cd snizila koncentrace P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, Mo, a B
Vv kotenech je¢mene (Hordeum sp.), a to i pies to, ze koncentrace téchto prvka nebyla ve vyhoncich
nijak ovlivnéna (Guo et al. 2007). Nedjimi and Daoud (2009) nalezli pokles piijmu Ca a K diky Cd i u
hyperakumulujicich druht lebedy slanomilné (Atriplex halimus subsp. schweinfurthii). Cd také snizuje
absorpci dusi¢nanu a jejich transport z kofent do vyhonku, tim, ze inhibuje aktivitu reduktazy
nitratreduktazy ve vyhoncich (Hernandez et al. 1996). I samotna fixace dusiku a primarni asimilace
amoniaku byla v kofenovych hlizkach rostlin s6ji (Glycine sp.) vlivem Cd vyrazné snizena (Karina et
al. 2003).

Pozorovani ukazalo, ze doslo ke zvySeni lakazové aktivity (lakazy jsou odpovédné za
biosyntézu ligninu), béhem rané faze piisobeni Cd, pfi¢emz Cd vyvolalo syntézu ligninu v raném stadiu
rastu kofend, coz ve vysledku mohlo zpGsobit inhibici prodlouzeni kotent (Yang et al. 2007). Jak Cd
inhibuje vychytavani dalSich prvki, neni jesté zcela jasné. Nicméné napf. u rostlin kukufice (Zea sp.)
indukovalo Cd inhibici H*ATPazy v kofenovych buikich. H*ATPazy vytvaieji na plasmatické
membrané odpovidajici elektrochemicky gradient, ktery umoznuje prichod ionti pies jednotlivé
pienasece. Tim muZe byt inhibovana absorpce nékterych zakladnich prvka (Astolfi et al. 2005). Kromé
toho, vyzkumy na topolu (Populus jaquemontiana var. Glauca) ukazaly, ze Cd muize inhibovat
mineralni vyzivu kompetici mezi timto kovem a dalsimi kovovymi ionty (Solti et al. 2011). Autofi
naznacili 2 mechanismy a to ve vyuziti prenaSect pro Fe ¢i Ca.

Nekolik rostlinnych zivin ma na druhou stranu mnoho ptfimych ¢i nepifimych ucinkli na
dostupnost Cd a tim i vliv na jeho toxicitu. Pfimé G¢inky zahrnuji snizeni rozpustnosti Cd v ptd¢ tim,
ze podporuji srazeci reakci (Matusik et al. 2008), piipadné konkuruji s Cd 0 stejné membranové
ptrenasece (Zhong-giu et al. 2005), a sekvestruji Cd ve vegetativnich ¢astech, ¢imz se snazi vyhnout se
jeho hromadéni v zrnech ¢i obdobnych jedlych ¢astech rostlin (Hall 2002). K nepfimym G¢inkim patii

fedéni koncentrace Cd zvySenim rostlinné biomasy a tak zmirnéni fyziologického stresu.
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5.2.4 Vliv na produkci reaktivnich forem kysliku

Soucasny zivotni styl a rozvoj automobilové dopravy vedou mimo jiné ke zvySujici se
koncentraci skodlivin v atmosféie potazmo k fotochemickému vzniku pfizemniho 0zénu. Pokud k tomu
pripo¢teme zeslabovani ozonosféry a prinik UV zafeni, mame tu vyznamné faktory tvorby reaktivniho
kysliku a oxida¢niho stresu v pletivech rostlin. K obdobné vazné situaci ale miize v rostlinach dochazet
i vlivem toxického pisobeni HM. Obecné plati, ze HM zplsobuji oxida¢ni poskozeni rostlin, a to bud’
piimo, nebo nepfimo prostrednictvim formovani reaktivnich forem kysliku (ROS) (Schiitzendiibel et al.
2001; Cho and Seo 2005; Sandalio et al. 2009; Gill et al. 2013; Tran and Popova 2013). Do tohoto

procesu jsou zapojeny ruzné typy mechanismi generujici ROS. Jejich prehled uvadi obr. 6.

H,0,+ 1,0, Gpx  H:0+MDAsc

H,O + GSSG

Obr. 6: Generovani ROS plsobenim tézkymi kovy. Prevzato z Pinto et al. (2003).

Nekteré HM, jako je Cu a Fe mohou byt toxické prostiednictvim jejich Gcasti v redox cyklech
a piimo zpusobovat ROS. Naopak Cd, Ni a As jako neredukujici kovy nemohou vykonavat jednotlivé
reakce prenosu elektrond, ale generuji oxidacni stres tim, ze manipuluji s antioxida¢nim obrannym
systémem (Gratdo et al. 2005; Cho and Seo 2005; Benavides et al. 2005). Hlavni mechanismy pisobeni

HM a vyvoj $kod u citlivych rostlin, véetné aklimace u tolerantnich rostlin pfedstavuje obr. 7.
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Obr. 7: Hlavni mechanismy ptisobeni tézkych kovi a vyvoj §kod u citlivych rostlin, véetné aklimace u
tolerantnich rostlin. Redox-aktivni HM vyvoldvaji primo generaci ROS. Mohou se vdzat a zasahovat ¢ soutézit
o vazebnd mista (-SH predstavuje thioly, -COO- predstavuje karboxylové kyseliny a imidazole predstavuje
histidinové zbytky), a tim meni funkce cilového proteinu, coz zpiisobuje zmény v bunécném metabolismu nebo
spousti kaskadu signalnich drah, které mohou vést k aklimaci. Aktivace aklimacni reakce zpiisobuje zpétnou vazbu
do mist s riznym piisobenim HM, coZ vede napr. k opravé poskozenych makromolekul, posileni antioxidacniho

obranného systému a snizeni koncentraci HM v plazmatickych kompartmentech. Ptevzato z Sharma and Dietz

(2009).

Tento stres je charakteristicky prudkou a piechodnou tvorbou velkého mnozstvi ROS jako je
superoxidovy anion (O, "), singletovy kyslik (1O,), peroxid vodiku (H20,) ¢i hydroxylovy radikal (OH")
(Mittler 2002; Hsu and Kao 2007). Tyto radikaly jsou také generovany rostlinnymi butikami béhem
normalnich metabolickych procest, jako je dychani a fotosyntéza a nékteré z nich mohou fungovat jako
dilezité signalni molekuly, které méni expresi genu a moduluji aktivitu specifickych obrannych
protein. OvSem pfi vysokych koncentracich mohou byt v§echny ROS pro organismy velmi Skodlivé
(Benavides et al. 2005). Organely s vysokou oxida¢ni metabolickou aktivitou nebo s intenzivni rychlosti
toku elektront jsou napf. chloroplasty, mitochondrie a peroxisomy, které jsou tak prevladajicim zdrojem
tvorby ROS v rostlinné bunice (Mhamdi et al. 2010; Hossain et al. 2012). Chloroplasty jsou pak hlavnim
zdrojem ROS s kapacitou produkovat vysoké mnozstvi Oz pfes Mehlerovu reakci a H202, v podstaté
béhem snizené fotosyntetické fixace uhliku, typické béhem abiotickych stresti (Takahashi and Murata

2008). Dochazi tak k poruseni rovnovahy mezi produkci a odbouravanim ROS (Neill et al. 2002).
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Zdrojem ROS je fada redoxnich reakci jako napf. redukce kysliku v pribéhu elektronového
transportu v mitochondriich nebo fotolyza vody v chloroplastovém elektrotransportnim fetézci.
Produkce tzv. excitovaného kysliku (reaktivni forma kysliku, ktera vznika pii nékterych reakcich v
organismu a vzhledem ke svému relativné dlouhému polocasu rozpadu muiize zpusobit poskozeni
bunéénych struktur) nasledné stimuluje vznik dalsich aktivnich forem kysliku, tj. O, ; O2; H.02; OH"
(Vranova et al. 2002). Pti této disbalanci miize dochazet k oxidaci proteind, lipidii a nukleovych kyselin,
coz Casto vede ke zménam ve struktufe a mutagenezi bunék (Benavides et al. 2005). Cd inhibuje
fotoaktivaci PS2 o zabranuje pfenosu elektroni. Tim by Cd mohlo vést k neptimé tvorbé ROS,
zpusobujici poruchy v chloroplastech. Kromé toho, mtze Cd stimulovat produkci ROS
v mitochondrialnich elektronovych fetézcich (Heyno et al. 2008). HM indukovanou produkci ROS v

riznych organelach rostlinnych bunék pak zndzornuje obr. 8.

o N
— P B\ Apoplast
Chloroplasx Py - Vacuole w \
\ o \
y

Stroma =
\\\ - -
< - - 4

HM* HM**

0, 04+

Obr. 8: Tézkymi kovy indukovana produkce ROS v riiznych organelach rostlinnych bunék a ROS-
indukovana signalizace v genové obranné expresi. OranZové kruhy ve vakuole predstavuji depozici HM.

Pievzato z Hossain et al. (2012).

Specifické hladiny ROS jsou dilezité pro bunééné funkce, jako je prenos signalu (Smeets et al.
2008), ovsem nadprodukce ROS vyvolava rtizné stresové vlivy, diky nimz maze dojit az k poskozeni
biomolekul a bunéénych struktur. H,Oz je hlavnim ROS, tvofici se ze superoxidového radikalu (Mittler
2002; Wojcik et al. 2006). Rizné proteiny funguji jako jejich lapace/zhasece. Mezi n€, mimo jiné, patii
napf. superoxiddismutaza (SOD), isozymy katalaz (CAT), askorbat peroxidaza (APX),
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monodehydroascorbat reduktaza (MDHAR), dehydroascorbat reduktaza (Dhar), skupina enzymi
peroxidaz (POD), a glutathionreduktaza (GR), a non-enzymatické lapace, vcetné glutathionu (GSH),
kyseliny askorbové (AsA), karotenoidi a tokoferolt (Mittler 2002; W¢jcik et al. 2006; Tran and Popova
2013). Pro fyziologické zdravi organismu je proto regulace produkce ROS a udrzeni jisté "homeostazy"
nezbytné (Valavanidis et al. 2006).

Zvysena koncentrace GSH byla pozorovana s rostouci koncentraci Cd u rostlin hrachu (Pisum
sp.), rozchodniku (Sedum alfredii) a fazoli (Phaseolus sp.). Naopak pokles GSH, ktery by mohl oslabit
antioxida¢ni odezvu a obranné sily u citlivéj$ich genotypt, byl také nalezen u nékterych rostlin hrachu
(Pisum sp.) (Metwally et al. 2005).

| akumulace velkého mnozstvi osmolytt (napf. prolinu) je adaptivni odpovédi rostlin
vystavenych stresujicimu Zivotni prostiedi, napt. za podminek zasoleni, sucha, intenzivniho osvétleni a
ultrafialového zafeni a stresu HM, jakoz i v odezvé na oxidaéni a bioticky stres (Haudecoeur et al. 2009;
Yang et al. 2009). Prolin se podili nejen na syntéze proteind, ale také udrzuje osmoticky nebo bunécny
turgor, snizuje unik elektrolytu a stabilizaci membran chrani rostliny pfed oxida¢nim stresem, tak Ze
snizuje koncentrace ROS (Xu et al. 2008; Hayat et al. 2012). Jeho tloha, jako antioxidantu, byla téz
popsana U bunék tabaku (Nicotiana tabacum) vystavenych ptsobeni Cd. Islam et al. (2009) uvadgji, ze
tabakové bunky vystavené pusobeni Cd, nahromadili vysoké trovné prolinu, ¢imz mohlo dojit ke

zmirnéni inhibi¢niho uéinku Cd na bunéény rust.

5.3 Zinek

Zinek (Zn) patii mezi nezbytné stopové prvky, a to jak pro rostliny, tak i zvifata (Gupta et al.
2016). S Cd ho poji ptredevsim jejich podobné geochemické a environmentalni vlastnosti. Jejich
vzajemna asociace v prostiedi a celkova chemicka podobnost miize vést, az k vzajemnym interakcim
be&hem jejich pfijmu rostlinami, transportu z kofenti do nadzemnich ¢asti rostlin ¢i akumulaci v jedlych
¢astech (Ducsay 2011). Vyssi obsah organické hmoty v padé zvySuje pfijatelnost a dostupnost Zn
rostlinami (Obrador et al. 2003). Kromé toho, pH ptdy a redox potencial, silné ovliviiuji rychlost a
intenzitu humifika¢niho procesu a celkového redoxniho stavu rhizosféry a tim i mobilitu Zn (Gupta et
al. 2016). Rada studii také ukézala, Ze koncentrace Cd a Zn v piidé, stejné jako jejich samotny pomér,
jsou klicove faktory v pfijmu Cd rostlinami. Cd je vlastné vstfebavano koteny pomoci Zn prenaSect,
takze nizka dostupnost Zn podporuje akumulaci Cd rostlinami. Vhodna aplikace Zn hnojiv pak potlacuje
ptijem Cd a jeho translokaci v rostlinach psenice (Triticum sp.) (Khoshgoftar et al. 2004; Wang et al.
2011a). Z tohoto hlediska je alarmujici fakt, ze az 50 % obdélavané pudy, pouzivané pro péstovani
obilnin trpi deficitem Zn (Das and Green 2013), coz bezpochyby ovliviiuje rist a vyvoj plodin. Kromé
toho, v rozmezi pH 5.5 - 7.0, vyznamné¢ klesa koncentrace Zn v pidnim roztoku (rozpusténého Zn), a

to az o 30 - 45-ti nasobek pro kazdé zvyseni jednotky pH pudy (Gupta et al. 2016).
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Pti studiu Zn/Cd ptijmu pies plasmatickou membranu kofenovych bunék se zjistilo, ze absorpce
Zn je fizena saturovatelnym transportérem s vysokou afinitou k Zn, zatimco pro Cd byly transportéry
nesaturyjici (Kochian et al. 2002). Obecné jsou ZIP transportéry povazovany za jedny z hlavnich
prenasect zapojenych v piijmu Zn rostlinami, které maji rovnéz schopnost prenaset Cd ¢i ostatni HM.
Srovnani prenasecl je patrné z obr. 3 v kapitole 5.1.4. Dalsi porovnani pak nabizi obr. 9, ktery
znazornuje modely ptijmu a transportu Zn a Cd v kofenech ryZze, a to pfi situacich odvodnéné a zatopené
ptdy. Zn se v obou piidach nachézi z velké ¢asti v podobé iontil (Zn?"), i kdyZ mald ¢ast Zn mize byt
vazana i na organické latky, a imobilizovana jako sulfid (ZnS) v anaerobnim vrstvé (Yoneyama et al.
2015). Cd se v odvodnénych kyselych ptidach ionizuje jako Cd?*, zatimco v zatopenych ptdach je
ptitomno v podobé CdCOj3 nebo vazano na huminové kyseliny (Khaokaew et al. 2011). Zaplaveni pudy
tak vaze Cd v podob¢ sulfidu (Hashimoto and Yamaguchi 2013), naopak odvodnéni pievadi Cd do

formy Cd?* a vyrazné tak zvySuje jeho dostupnost pro rostliny.
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Obr. 9: Modely pfijmu a transportu Zn a Cd v kotenech ryze (GSH-glutathion; NA-nicotianamin; PC-

fytochelatiny). Sipky ukazuji toky latek a Sedivé elipsy oznacuji prenasece. Pievzato z Yoneyama et al. (2015).

Samotna absorpce Zn je komplexni fyziologicky proces, ktery je fizen predevSim pfenasSeci

tohoto prvku a chelatory kovu napfi¢ celym rostlinnym systémem. Na samotnou ucinnost Zn u
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jednotlivych druhii rostlin maji pak vliv napf. etapa ristu rostlin, edafické faktory, sezoénni obdobi atd.
Molekularni studie hyperakumulati Zn rovnéz prokazaly ucast specifickych pfenaSect, vakuolarni
sekvestraci a detoxika¢ni mechanismy, které jsou zodpovédné za udrzeni vhodné homeostazy Zn (Gupta
etal. 2016). Ta je totiz nezbytna, jelikoz i Zn je pii vyssich koncentracich zna¢né toxicky (Rout and Das
2009), coz se na rostlinach vétSinou brzy projevi predevs§im inhibici ristu (Vaillant et al. 2005; Tuma
and Svojanovska 2015). Presto ma Zn roli v membranové integrité a stabilizaci (Disante et al. 2011),
rovnéZ zmiriiyje oxidacni stres (Cakmak 2000) a funguje jako intracelularni druhy posel (Yamasaki et
al. 2007). Je zapojen v fadé rostlinnych fyziologickych procest, jako je regulace hormont (napft. syntéza
tryptofanu), pfenos signalu prostrednictvim mitogenem aktivované proteinkinazy (Hansch and Mendel
2009), opravné procesy komplexu PS II béhem fotoinhibice (Bailey et al. 2002; Hénsch and Mendel
2009) a udrzovani koncentrace CO; v mezofylu.

Zn je kofeny rostlin piijiman zejména jako dvojmocny kation (Zn?*). Nicméné v nékterych
pfipadech jsou také absorbovany komplexy organického ligandu a Zn. V zavislosti na ligandu
vylu¢ovaného koteny rostlin, existuji dvé fyziologické strategie, které se podileji na vychytavani
dvojmocnych kationti. Strategie I zahrnuji sekreci reduktantt, organickych kyselin a H* iontd, které
zvySuji rozpustnost Zn komplexti (Zn fosfaty, hydroxidy, atd.), ¢imz uvoliiuji Zn ionty pro absorpci
rhizodermalnimi bunikami kofene. Strategie II zahrnuje sekreci nizkomolekularnich organickych
slou€enin, které tvofi stabilni komplexy s Zn a jejich nasledny vstup do kofenovych rhizodermalnich
bunék. Nicméngé, tento absorpéni mechanismus je omezen pievazné na kotfeny obilovin (Gupta et al.
2016). Po prijeti kofeny musi Zn, pfedtim nez dosahne xylému a je transportovan do nadzemnich ¢asti,
projit ne€kolika pletivy. Ackoliv jsou pfitomny specializované transportni proteiny na bunécnych
membranach pfislusnych pletiv, rozhoduje v kone¢ném disledku o intracelularnim obsahu Zn, pfisna
regulace jejich exprese a aktivity. Transport Zn do xylému probiha ptes dvé hlavni trasy: symplastickou
a apoplastickou. Oba transporty piispivaji k nartstu obsahu Zn ve vyhoncich. Apoplasticky transport
zahrnuje vstup Zn z rozhrani bunééné stény a plasmatické membrany do cytosolu. Tento proces je méné
selektivni. Na rozdil od symplastického transportu, ktery se vyznacuje selektivitou a tedy i velikosti
dodavky zivin (Clemens et al. 2002). Po piekonani bariéry Caspariho prouzku v kofenové endodermis,
vstupuji Zn ionty symplasticky do Zivych buniek pericyklu a parenchymem lemovaného xylému. Dalsi
prekazkou je pak soustavna cCinnost H'-ATPasy, kterd v xylémovém parenchymu zpisobuje
hyperpolarizaci membrany, coz omezuje pohyb kladnych iontii z cytosolu. Z tohoto hlediska je pfenos
od parenchymu xylému / pericyklu bunék pomoci apoplastu aktivnim procesem (Sondergaard et al.
2004). Zn vstupuje i do floému, a mtze byt touto cestou dale transportovan do riznych rostlinnych ¢asti.
Mobilita Zn je navic vy$si ve floému nez v xylému, ptedevsim v disledku zvySené koncentrace
rozpusténych latek schopnych chelatace (peptidy, organické kyseliny, aj.), obsaZzenych ve floémové
mize. Zn je transportovan bud’ v iontové formé nebo jako komplex napt. Zn-nicotianamin, Zn-malat,

Zn-histidin. PfestoZze xylém obsahuje niz8i koncentraci rozpusténych latek, hraje dulezitou roli v
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prenosu zivin do rtiznych organt.. Pfedev$im mlada rostlinna pletiva, jako jsou napf. vyvijejici se zrna
¢i hlizy, jsou zasobena hlavné floémem (Gupta et al. 2016). Mobilita Zn je tedy zavisla na schopnosti
vySe jmenovanych latek vytvofit se Zn mobilni nebo naopak nerozpustny komplex. Ve starsich listech
je Zn jiz pomérné imobilni. To byva vysvétlovano reakci s fosforem a vznikem sraZeniny
Zn3(P04),.4H,0 (Tuma et al. 2008). Nejvyssi obsah piijatého Zn byva vétsinou akumulovan, podobné

jako v ptipadé Cd, v kofenech. Nicméné ¢asto byva Zn mnohem mobilnéjsi, i kdyz reakce u riznych

druhu rostlin miize byt pomérné¢ odlisna (Tuma et al. 2008; Ducsay 2011).

5.4 Obranné mechanismy rostlin

Oxidacni stres, zpusobeny piitomnosti Cd, inhibuje aktivitu i mnoha enzymua (Aravind and
Prasad 2003). I z tohoto ditvodu jsou HM zapojeny do aktivity a produkce vyznamnych slouéenin, napt.
fytochelatini. K prokazanym indikatorim rostlin vystavenych stresu HM pak patii obsah chlorofylu,
kyseliny abscisové, organickych kyselin, fenolickych sloucenin a celkovy vodni potencial (Terry and
Stone 2002).

Mnohé rostliny vSak mohou piezit, rist a vyvijet se i na Cd-zneciSténych ptdach, a to i pfi
vysokych koncentracich tohoto prvku. Mechanismy vedouci k toleranci vi¢i HM miuiZzeme rozdélit na
strategie zamezujici vstup kovu do rostlin a strategie jejich tolerance. Prvni vedou k samotnému omezeni
ptijmu Cd. Mezi mechanismy tolerance rostlin patfi hromadéni a skladovani Cd s vazbou na
aminokyseliny, proteiny a peptidy (Pal et al. 2006). Reakce na toxicitu HM u vyssich rostlin a ptipadné
strategie obrany jsou patrné z obr. 10. Vakuolarni sekvestraci HM po jejich proniknuti do rostlinné
bunky, véetné prenasecu, shrnuje obr. 11. Dalsi mechanismy, které si rostliny vyvinuly, s cilem vyrovnat
se se skodami zpusobenymi Cd, je spojeni s nékterymi signalnimi molekulami, jako je naptiklad
kyselina salicylova (SA), kyselina jasmonova, oxid dusnaty a ethylen. Mezi velmi G¢innou strategii, jak
se rostliny ptizpisobily zivotu pii stresovani HM, je tvorba komplexii organickych ligandd, schopnych
vazat kov a jejich nasledna detoxikace (Sanita di Toppi and Gabbrielli 1999). Jako tyto ligandy mohou
vystupovat napf. organické kyseliny, peptidy a proteiny, u kterych bylo zjisténo, ze se vazi na kov u
hyperakumulaénich druht (Sun et al. 2010). Z organickych kyselin, byly popsany zejména kyseliny -
Stavelova, jable¢na, a CA, které jsou schopny tvofit chelat s HM v rostlinach ¢i piimo v rhizosféie (Chai
etal. 2012). Rovnéz regulovani akumulace aminokyselin, popi. metabolismus jejich produktti mize hrat
dilezitou roli v rezistenci na stresové piisobeni (Pavlikova et al. 2014). Syntéza vSech téchto sloucenin
muze byt vyvolana pusobenim Cd, coz naznacuje, Ze jsou tyto latky zapojeny do bunééné odpoveédi na

toxicitu Cd (Rodriguez-Serrano et al. 2006).
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Obr. 10: Reakce vyssich rostlin na toxicitu tézkych kovil. Rostlinné reakce zahrnuji: (a) vazbu kovového
iontu v bunécné sténé pomoci korenovych exudati; (b) sniZeni prijmu Kovu pres plasmatickou membranu; (C)
membranovy vydej cerpanim do apoplastu; (d) chelataci kovu v cytosolu pomoci ligandii, jako jsou fytochelatiny,
metalothioneiny, organické kyseliny a aminokyseliny; (€) transport komplexii kov-ligand pres tonoplast a
akumulaci ve vakuoldch; (f) zadrzeni ve vakuoldch prostiednictvim transportérii tonoplastu; (g) indukci ROS a
oxidacniho stresu a zapojeni obrannych mechanismii; kovové ionty jsou zobrazeny jako cerné tecky. Pievzato z

Manara (2012).
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Obr. 11: Vakuolarni sekvestrace tézkych kovu v rostlinné bunice. Prenesenim Cd pres bunécnou blanu
pomoci napi. prenasece ZIP (zinek/Zelezo-regulovany pienasec), vstupuji ionty HM, jako je napi. Cd**, do
cytosolu a stimuluji syntézu derivati glutathionu - fytochelatinii (PC) pomoci PC syntdaz (PCS). PC poté vazi Cd**
Z cytosolu za vzniku komplexu o nizké molekulové hmotnosti (LMW), ktery je transportovan do vakuoly pres
tonoplast-lokalizované ATP-vizajici-kazety (ABC-prenasece). Ve vakuoldch, jsou pak komplexy LMW-Cd
akumulovany za vzniku komplexii o vysoké molekulové hmotnosti (HMW) s vice ionty Cd?*, které mohou vstupovat
do vakuoly prostiednictvim primé vymény s protony diky v tonoplastu lokalizovanym kationt/proton (CAX)
transportérum. Prenasece MTPS (metal tolerance protein) a NRAMPs (natural resistamce associated macrophage
protein) s trvalym piisobenim v tonoplastu zprostiedkovavaji priichod kovovych iontii pro kompartmentaci nebo
remobilizaci. Ostatni cheldatory véetné metalothioneinit (MTS), organickych kyselin a aminokyselin pomdhaji

tlumit koncentrace kovu v cytosolu do bezpecné nizké urovné. Prevzato z Yang and Chu (2011).
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Nékteré druhy rostlin vykazuji dokonce hypertolerantni kapacitu svych organel a pletiv. Tuto
strategii, kterak se vyrovnat s toxicitou Cd, a ktera zahrnuje pfijem a piedev$im pierozdéleni Cd v
rostlinach, mizeme definovat jako "hyperakumulacni". Na druhou stranu, nékteré rostliny zvysuji
produkci antioxidantii, coz vede k ochrané bunék a pletiv pied zni¢enim. To znamena, ze mechanismus
tolerance Cd u rostlin miaze zahrnovat nejen antioxida¢ni, ale i hyperakumula¢ni obranu (Rascio and
Navari-lzzo 2011).

Objev ruznych rostlin, které maji schopnost akumulovat a tolerovat vysoké koncentrace HM,
vedl k vyvoji nové technologie na rostlinné bazi, znamé jako fytoremediace (Entry et al. 1999).
Technologie fytoremediace jsou definovany jako vyuziti zelenych rostlin a s nimi asociovanych
mikroorganismtl, pudnich doplnkli a agrotechnickych opatfeni pro odstranéni ¢i transformaci
kontaminantl z Zivotniho prostedi (Soudek et al. 2008). Po transportu kontaminantd do kofend, stonku
a listt jsou pak rostliny nasledné sklizeny a zlikvidovany. Bylo zkoumano jiz vice nez 400 druhi rostlin
na jejich potencial fytoremediace HM. VétSina z téchto rostlin patii k druhiim Arabidopsis, Brassica,
Sedum a Thlaspi (Lone et al. 2008).

Rostliny péstované na kovem znecisténych pudach Casto vykazuji pomaly rtst a nizs$i biomasu,
v niz se logicky i hromadi nizs§i koncentrace kovu (Persans and Salt 2000). Pro efektivni fytoremediaci
HM, by rostliny mély mit vysokou produkci biomasy a také schopnost tolerovat a hromadit vysoké
koncentrace toxického kovu ve svych pletivech. Tolerantni rostliny maji obecné nizsi produkci biomasy
a naopak vétSina rostlin vykazujici vysokou produkci biomasy zase nevykazuje toleranci k HM.
Moznym feSenim je napiiklad pouziti hormonti a kovovych chelatord (Hadi and Bano 2009). Védci v
tomto experimentu pouzili jako hormon kyselinu giberelovou (GA3), a syntetické chelata¢ni ¢inidlo
kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA), coz vedlo ke zvySeni fytoremedia¢niho potencialu Cd-
osetfenych rostlin. GA3 podporuje rist a biomasu, zatimco EDTA zvysuje biologickou dostupnost kovu

v ptadé tvorbou komplext s kovy (Hadi et al. 2010).

5.4.1 Hyperakumula¢ni mechanismus

v

mnozstvi jednoho nebo vice HM z ptidy. Kromé toho, tento kov neuchovavaji v kotenech, ale translokuji
ho do pryti a akumuluji v nadzemnich organech, a to zejména listech (Zemanova et al. 2015a).
Koncentrace jsou pak 100 - 1000x vyssi nez u obdobnych neakumulujicich druhti. To odpovida alespon
100 mg.g* (0.01 % sus.) Cd, As nebo 1000 mg g* (0.1 % sus.) Co, Cu, Cr, Ni, Pb nebo 10000 mg g*
(1 % sus.) Mn a Ni (Reeves and Baker 2000). Hyperakumulacni rostliny navic nevykazuji zadné
ptiznaky fytotoxicity (Tran and Popova 2013). Podle Rascio and Navari-1zzo (2011) je definovano asi
450 druht krytosemennych rostlin jako hyperakumulator HM (As, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sb, Se, Tl
a Zn), coz je orienta¢né 0.2 % vSech znamych druhii. Nicméné, i diky védecké ¢innosti jsou stale

objevovany nové hyperakumula¢ni rostliny (Rascio and Navari-Izzo 2011; Altin6zlii et al. 2012).
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V hyperakumula¢nich rostlinach jsou toxické u¢inky HM pfi jejich vysoké akumulaci minimalizovany
vlivem detoxikacnich mechanismul. Tyto mechanismy mohou byt zalozeny zejména na chelata¢ni a sub-
bunécné kompartmentalizaci (Yadav 2010).

Transport HM z kotfend do nadzemnich ¢asti, je v hyperakumulaénich rostlinach odlisny. Tato
strategie zachovava v kofenovych buikach vétSinu iontd HM, které piebiraji z pudy, detoxikuje je
chelataci v cytoplasmé nebo je ukladd do vakuol, a rychle pfemistuje tyto prvky do prytt
prostiednictvim xylému. Jedna se o specifické vlastnosti bunék tonoplastu kofene, které umoziuji
pohotovée uvolnit ionty HM z vakuol (Rascio and Navari-1zzo 2011). Mimoto je v kofenech pfitomno
mnoho malych organickych molekul (napt. fytochelatinti, metalothyoneind,...), které mohou pracovat
jako kov-vazajici ligandy. Dulezitou roli v hyperakumulaci HM také hraji volné aminokyseliny, jako
jsou naptiklad histidin a nicotinamin, které tvoii stabilni komplexy s dvojmocnymi kationty (Hassan
and Aarts 2011). Nicmén¢€ mira piispévku riznych prvka v této strategii nebyla dosud stanovena (Tran
and Popova 2013).

Vylepseny pienos kovu xylémem a translokace do prytd je dalSim klicovym fyziologickym
krokem v hyperakumulaci, kterd odpovida za zvysené proudéni kovu smeérem k vyhonktim. Ukladani a
detoxikace HM pravé ve vyhoncich jsou onou klicovou strategii hyperakumula¢nich rostlin. Detoxikace
¢i izolace HM se vyskytuje v mistech, jako jsou epidermis, trichomy a dokonce i pokozka. V mnoha
pfipadech jsou HM také vylouceny pomoci obou pomocnych a svéracich bun¢k priduchi. To umozituje
zachovat funk¢ni praduchové buiiky oproti fytotoxickym tuc€inkiim. Detoxika¢ni a sekvestracni
mechanismy v nadzemnich organech hyperakumulatori se skladaji pfedevsim z tvorby komplextt HM
s ligandy ¢i jejich odstranéni z metabolicky aktivni cytoplazmy a jejich pfesunuti do neaktivnich oddild,
zejména vakuol a bunééné stény (Rascio and Navari-1zzo 2011).

K detoxikaci nedulezitych kovu také slouzi syntéza specifickych chelatori s nizkou molekularni
hmotnosti, aby se zabranilo vazani kovi k fyziologicky dulezitym bilkovinam a k usnadnéni jejich
piepravy do vakuol. Favorizovanymi ligandy As a Cd jsou thioly, pfitomné v glutathionu a
fytochelatinech (PC). Tripeptid glutathion (Glu-Cys-Gly), GSH, se miiZze vazat na né€kolik kovi a
polokovi, v¢etné Cd, a je také zapojen do redox obrany. AvSak pouhé zvySeni mnozstvi GSH a syntéza
PCs se sama o sob¢ nezda byti dostate¢nou pro dosaZeni vice nez marginalniho vylepSeni Vv toleranci ¢i
akumulaci Cd a As. Transportér Cd-GS2, ktery provadi prenos Cd, byl nalezen u rostlin husenicku
(Arabidopsis sp.) (Verbruggen et al. 2009). Mal¢ ligandy, jako jsou organické kyseliny, maji dilezitou
roli jako detoxikacni faktory. Tyto ligandy mohou byt nastrojem, vedoucim k zabranéni pretrvavani HM
ve formé volnych ionti v cytoplazmé a jsou dokonce i vice odpovédné za jejich zachyceni ve vakuolach,
kde se tyto chelaty kov-organicka kyselina primarné nachazi. Naptiklad v listech penizku (Thlaspi
goesingense), je citrat hlavnim ligandem Ni; v listech lilku cerného (Solanum nigrum) je Cd vazano
pomoci citratu a acetatu; zatimco vétSina Zn v husenicku (Arabidopsis halleri) a Cd v penizku

modravém (Thlaspi caerulescens) jsou v komplexu s malatem (Rascio and Navari-l1zzo 2011).
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5.5 Vybrane¢ latky signalizujici stresovou reakci

5.5.1 Organické kyseliny

Jak jiz bylo zduraznéno, moznosti jak zneptistupnit HM v pletivech rostlin je napt. za¢lenéni do
bunéénych stén, akumulace ve vakuoldch nebo také tvorba komplexi s nékterymi organickymi
kyselinami nebo proteiny (Lin and Kao 2000). Organické kyseliny se vétSinou bézné podili na mnoha
pochodech v kotenech rostlin, véetné piijmu Zivin, zmirnéni anaerobniho napéti v kofenech, mineralnim
zvétravani €i reakci na patogen (Tlustos et al. 2006). Kromé toho obvykle v rostlinach chelatuji s HM.
V oblasti rhizosféry je tento proces indukovan pievazné stavelovou, jablecnou a citréonovou kyselinou
(CA) (Kramer et al. 1996). Organické kyseliny v kombinaci s nezddoucimi HM, snizuji moznost jejich
kombinace s mobilnimi proteiny a enzymy, ¢imz zmirtiuji §kody, které tyto kovy zptisobuji (Zhu et al.
2006). Kromé¢ toho, organické kyseliny hraji daleZitou roli v absorpci HM, jejich pfenosu a akumulaci
v rostlinach (Sun et al. 2010). OvSem i k tomuto faktu jsou nékteré védecké prace skeptické, napf.
Boominathan and Doran (2003) uvadgji, ze i kdyz vlasové kofinky penizku modravého (Thlaspi
caerulescens) a tatrinky (Alyssum bertolonii) obsahovaly vysoké urovné Kkyselin CA, jable¢né a

malonové, pouze 13 % Cd a 28 % Ni bylo na tyto organické kyseliny v kofenech vazano.

5.5.1.1 Kjyselina salicylova

Kyselina salicylova (SA) je jednoduchou fenolickou slouceninou, kterd je povazovana za
signalni molekulu, ktera hraje dilezitou tlohu pii regulaci mnozstvi fyziologickych procest a rostlinné
rezistence vici stresovym podminkam (Saruhan et al. 2011). Hayat et al. (2007) navrhli, Ze by tato
molekula mohla byt novym rostlinnym regulatorem. Hayat et al. (2010) a Saruhan et al. (2011) popsali,
ze SA vyvolava antioxida¢ni odpovéd’ pii rizném stresovém putisobeni. A to i v ptipadé ucinki HM
(Agami and Mohamed 2013; Kovacs et al. 2014). Metwally et al. (2003) vsak dospéli k zavéru, ze SA
nezmirnuje toxicitu Cd v kofenech je¢mene (Hordeum sp.) na trovni antioxida¢ni obrany, ale tim, Ze
ovliviiyje dal$i mechanismy zapojené do detoxikace Cd. Nicméné piedchozi studie ukazaly, ze SA mize
zmirnit inhibici rstu zpisobenou toxicitou Cd u riznych druhl rostlin, jako jsou napf. jemen
(Hordeum sp.) (Metwally et al. 2003), ryze (Oryza sp.) (Chao et al. 2009), kukutice (Zea sp.) (Krantev
et al. 2008), psenice (Triticum sp.) (Moussa and El-Gamal 2010), hot¢ice (Sinapis sp.) (Ahmad et al.
2011), konopi (Cannabis sp.) (Shi et al. 2009), soja (Glycine sp.) (Drazic and Mihailovic 2005), hrach
(Pisum sp.) (Popova et al. 2009), len (Linum sp.) (Belkhadi et al. 2010) a sazenice okurky (Cucumis sp.)
(Canakci and Karaboga 2013). SA se v rostlindich hromadi v reakci na oxida¢ni stres, ¢imz je piimo
zapojena do riznych signaliza¢nich a antioxida¢nich odpovédi (Larkindale and Knight 2002). Rapidni
zvySeni mnozstvi organickych kyselin v rostlinach pii stresovém plsobeni HM, mize byt spojeno s
témito kyselinami, které maji tolerancni a stavebni ucinky u rostlin, pravé proti oxidaénimu poskozeni

(Anwer et al. 2012). Ivanova et al. (2008) navrhli, Ze SA chrani lipidové membrany listd proti ptisobeni
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Cd. SA rovnéz podporuje fotosynteticky aparat, pomoci navySeni po¢tu bunéénych antioxidanti a
podpory syntézy novych proteint (Avancini et al. 2003). Nicméné, mechanismus SA-indukované

rezistence je stale nejasny (Li et al. 2013).

5.5.2 Fenolické latky

Ve stresovych podminkach mohou rostliny také syntetizovat antioxidacni latky, jako jsou napf.
glutathion, aminokyseliny (jako je napf. prolin), askorbat a fenolické latky (metabolity) (Sakihama and
Yamasaki 2002; Mittler 2002; Wang et al. 2008b). Fenolické slou¢eniny (PhC) jsou dulezité rostlinné
slozky, které jsou potiebné pro syntézu ligninu a pigmentd, ale také poskytuji konstrukéni celistvost celé
rostliné. U vyssich rostlin, jsou tyto slouceniny povazovany za sekundarni metabolity, které se, mimo
jiné, podileji na obrannych mechanismech (Boudet 2007; Gill and Tuteja 2010). Antioxidaéni vlastnosti
fenolickych metaboliti spocivaji piedevsim v dostupnosti fenolickych vodikt (Rice-Evans et al. 1996).
Vasconcelos et al. (1999) a Zagoskina et al. (2007) vidi jejich funkci hlavné jako chelatort kovi, s nimiz
dokazi interagovat. Dulezitost jejich role v rostlinach pti obrannych mechanismech viéi toxicité kovi
byla jiz n€kolikrat pozorovana (Gill and Tuteja 2010; Marquez-Garcia et al. 2012; Ali and Hadi 2015).
I diky tomu mohou ptisobit jako biomarkery expozice kovu (Bialonska et al. 2006). Celkovy obsah
fenolickych latek tak dovoluje odhadnout redukéni schopnosti rostlin, vyjadfit jejich antioxida¢ni
potencial a odolnost viici stresovému pasobeni (Biolley et al. 1998; Giertych et al. 1999). Tyto latky se
také, spolu s antioxida¢nimi enzymy, podileji na vychytavani ROS, napt. H>O, ve spolupraci se
skupinou enzymu peroxidaz (Sgherri et al. 2003). Antioxidaéni aktivita a kapacita kovové vazby mohou
odpovidat za ochranné t¢inky téchto slouc¢enin (Llugany et al. 2013). Diky moznosti vystupovat jako
¢inidla poskytujici elektron, mohou pusobit jako antioxidanty (Michalak 2006). Zvysena tvorba ROS
miuze slouzit jako signal pro zvySeni syntézy PhC, které se na druhé strané podili na vychytavani ROS,
aby se zabranilo nadprodukci téchto forem kysliku a poSkozeni konstrukce rostlin v disledku
pritomnosti kov (Babu et al. 2003; Cohen and Kennedy 2010; Yuan et al. 2010; Atkinson et al. 2011).
Dale pusobi jako redukéni Cinidla, donory vodiku, a zhasece singletového kysliku, ¢imz zabranuji
vzniku volnych oxidacnich radikalt a reaktivnich forem ziskanych z kovové katalyzy pti Fentonove
reakci (Jung et al. 2003). Maji intra- a inter- specifickou kompetitivni kapacitu, ¢imz nejvyznamnéji
prispivaji k antioxidacni aktivité rostlin vazajici HM (Ferrat et al. 2003). Hned nékolik studii pak
ukazalo, Ze rostliny mohou za rtiznych stresovych podminek, predevsim vlivem expozice HM (Cd, Cu,
Ni a Zn), hromadit fenolické slouceniny (Sivaci et al. 2007; Kovacik et al. 2008; Kovacik and Klejdus
2008; Kovacik et al. 2009b; Sivaci and Elmas 2012; Dutta and Maharia 2012). Lavid et al. (2001) zjistili
u vodnich rostlin, zachyceni Cd polymerovanymi fenoly. Vysoké koncentrace PhC byly popsany u
riznych rostlin, jako napf. v ptipadé psenice (Triticum sp.) a Ni, fazolu (Phaseolus vulgaris) a Cd,
Phyllanthus tenellus a Cu a kukufice (Zea sp.) a Al (Winkel-Shirley 2002; Ali and Hadi 2015). Nicméné

i v tomto ptipadé se odpovéd’ rostlin muZe lisit v zavislosti na druhu rostliny a chemickém prvku (Sgherri
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et al. 2003; Kovacik et al. 2008; Kovacik and Klejdus 2008; Kovacik et al. 2009b; Kovacik et al. 2009a;
Kovacik et al. 2010; Kovacik et al. 2011), ale obvykle byva velmi zesilena v ptitomnosti smési HM
(Michalak 2006; Gratao et al. 2009).

553 Thioly

Thioly s nizkou molekulovou hmotnosti (LMWT), jsou tfida vysoce reaktivnich sloucenin
podilejicich se masivné na udrzovani bunééné redox-homeostazy. Vzhledem ke svym jedine¢nym
fyzikalné-chemickym vlastnostem zahrnuji Sirokou skupinu biologicky vyznamnych latek (Supalkova
et al. 2007). Také se podileji na odpovédi rostlin na téméf vSechny stresové faktory, jakoz i na regulaci
bunécného metabolismu. Mezi Siroce studované LMWT patii napi. glutathion a jeho biosynteticky
ptibuzné slouéeniny (cystein, c-glutamylcystein, cysteinylglycin a fytochelatiny). Mezi dalsi popsané
LMWT patii napt. thiocystein, cysteamin, homocystein, kyselina lipoova a mnoho dalSich druhové
specifickych tékavych thiold (Pivato et al. 2014). Jedna se o skupinu biologicky reaktivnich latek,
predevsim diky reaktivité své nukleofilni -SH skupiny. Ta je jednou z nejsilnéjsich nukleofilnich skupin
v rostlinné bunce. Podili se na fadé chemickych reakei, které poskytuji thiolové molekuly. Thioly pak
mohou konjugovat ¢i tvorit komplexy s cizorodymi a toxickymi latkami, a tim je deaktivovat, popf. i
post-translaéné modifikovat regulaéni enzymy (Pivato et al. 2014), stejné jako tvofit disulfidické vazby,
potiebné pro urceni strukturalni charakteristiky a regula¢nich vlastnosti nékterych bilkovin (Haugaard
2000). Sulthydrylové (thiolové) skupiny slouzi jako donor protonu, ¢imz hraji podstatnou tlohu
v ochranné funkci (Babula et al. 2012). Obecné se tedy jedna o latky tizce spjaté s metabolismem siry
zejména ve formé anorganického sulfatu. Po redukci je, v procesech primarni asimilace siranu,
zaclenéna do cysteinu. Cystein slouzi jako donor S pro biosyntézu methioninu (hlavni aminokyselina
obsahujici S v rostlindch) a také jako prekurzor biosyntézy glukosinolatii a glutathionu, coz jsou
schématu na obr. 12. Cinnost adenosin 50-phosphosulphate (APS) kinazy pak omezuje dostupnost S pro
biosyntézu sirnych sekundarnich metaboliti (Babula et al. 2012).
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Obr. 12: Biosyntéza thiolt a glukosinolatt (APS - adenosin 50-phosphosulfate; ATP — adenosintrifosfat).
Pievzato z Babula et al. (2012).

Thiolové slou¢eniny hraji obecné dilezitou roli v toleran¢nich mechanismech rostlin pied
neptiznivymi faktory zivotniho prostiedi, zejména pak stresovym pisobenim HM (Zenk 1996). Nékteré
studie uvadéji, ze expozice Hg a Cd maji za nasledek vyznamné zvySeni indukce obsahu thiold jak u
vodnich rostlin v pfipadé laboratornich pokust (Tripathi et al. 1996; Gupta et al. 1998), tak i u dalSich
druhti rostlin v rdmci polnich pokust (Supalkova et al. 2007; Gongalves et al. 2007; Guo et al. 2012;
Weng et al. 2012). Thioly a antioxida¢ni enzymy jsou tizce spojeny s detoxikaci Cd a eliminaci ROS
mechanismu jejich detoxikace, a transportovat je do "bezpecnych" prostor buné€k, piedevsim pak do
vakuol (Hernandez-Allica et al. 2006; Babula et al. 2012; Weng et al. 2012). Vakuoly jsou obecné
povazovany za hlavni 0lozisté pro kovy a vakuolarni kompartmentace je hlavni soucasti mechanismu
tolerance (Tong et al. 2004; Song et al. 2010). Jako nejznamé;jsi je v tomto ohledu znama skupina tzv.

fytochelatind (PC), které¢ jsou hlavnimi thiolovovymi peptidy a chelatory kovl v rostlinné cytoplazmé
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(Zitka et al. 2011; Brunetti et al. 2011), jak bylo ostatné ukazano i na obr. 9 v kapitole 5.4 a obr. 11
Vv kapitole 5.4. Vznikajici vazba protein-kov pak koordinuje fadu fyziologickych pochodii kovovych
iontd, jako je Fe, Zn, Cu, stejné jako xenobiotik Co, Ag, Cd a Hg (Jacob et al. 2003). Dale byla popsana
skupina tzv. metalothioneinti, které tvoii skupina na cystein bohatych proteind, podilejicich se na
transportu kovi, jejich ukladani a detoxikaci nepodstatnych kovt ¢i nadmérného mnozstvi zakladnich
kovii. Spolu s PC pak v ptipadé nadmérného zatizeni HM tvofi ,,bezpené* chelaty (Hassinen et al.
2011). Je tedy jasné, ze tada rozli¢nych skupin thiolti, spolu se siti molekul obsahujicich S a jejich
ptibuznych sloucenin, zasadnim zptisobem pfispiva k toleranci rostlin vici rozlicnému stresu (Meyer

and Hell 2005; Colville and Kranner 2010).
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6. METODIKA POKUSU

V ramci prezencni formy doktorského studia byly provedeny celkem 4 experimenty, at’ jiz
v ramci specifickych vyzkuma Univerzity Hradec Kralové, nebo jako soucast mezinarodnich stazi na
Univerzité v Bernu. V téchto pokusech bylo pracovano s bézné péstovanymi a dostupnymi rostlinami -
fazol obecny (Phaseolus vulgaris), pSenice (Triticum aestivum), okurka seta (Cucumis sativus); 1é¢ivymi
rostlinami - kalisie vonna (Calisia fragans); diive popsanymi rostlinnymi hyperakumulatory - zelenec
(Chlorophytum commosum) a typicky pokusnymi druhy - husenic¢ek (Arabidopsis sp.). Bylo vyuzZito jak
hydroponického prostiedi, tak nadobovych experimentii ve skleniku. Z HM jsme se soustiedili pfevazné
na Cd, vybérové doplnény o esencialni prvek Zn. Kromé makroskopického hodnoceni vlivu Cd na rist
a vyvoj rostlin, byly pomoci nedestruktivnich méficich metod zjistovany i dal$i proménné, jako napt.
intenzita fotosyntézy, transpirace, vodivost priaduchi ¢i relativni obsah chlorofylu. Pomoci
laboratornich metod pak bylo zkoumano mnozstvi akumulovaného Cd v jednotlivych castech rostlin,
popiipadé zde byl sledovan i pohyb dalsich relevantnich kationtl. Pro identifikaci a pochopeni zapojeni
riznych obrannych mechanismti bylo Vv rostlinach rovnéz stanovovano mnozstvi dalSich signalnich
latek, jako napf. organickych kyselin, kyseliny salicylové (SA), fenolickych latek (PhC), thiolt ¢i uréena
mira antioxida¢ni kapacity (AOC). To vSe v zavislosti na rtznych doprovodnych aniontech,
poskytujicich Cd uméle kontaminovanym padam.

Metodiky jednotlivych experimenti jsou uvedeny nize. Metodiky tykajici se stanoveni SA, PhC
a informace tykajici se statistického zpracovani, byly spole¢né pro v§echny pokusy a jsou uvedeny pod

jednotlivymi metodikami experimentl.
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6.1 Experiment s okurkou setou

Experiment byl proveden formou nadobového pokusu, ktery probihal ve skleniku Botanické
zahrady v Hradci Kralové (vychodni Cechy, 278 m.n.m.). Fotoperioda byla umérna klimatickym
podminkam stanovisté (50° 10' 34" N; 15° 50' 19" E), relativni vlhkost vzduchu byla stanovena na 60 %
a primérna teplota ve dne 26 °C, a v noci 17 °C.

Rostliny okurky seté (Cucumis sativus L. var. Charlotte) rostly v plastovych nadobach (7.5 L),
po 4 rostlinach v kazdém kvétinaci, ktery byl naplnén 7.5 kg zeminy (ptidni druh — jilovitohlinita puda).
Agrochemicka charakteristika zeminy byla nasledujici: pH/KCI - 7.20; mnozstvi pfistupného P 23.0; Cu
1.88; Al 20.1; Ca 1985.0; Mg 42.3; Fe 71.5; Mn 20.3; K 76 mg.kg* (vyluh Mehlich III). Obsah HM v
zeming ve vyluhu lu¢avkou kralovskou byl nasledujici: Cd 0.5; Zn 143.0, Pb 34.0, As 6.0, Hg 0.1, Cr
43.00 mg.kg™. Bylo zvoleno 7 variant, kazda ve 4 opakovénich. Prvni variant byla variantou kontrolni,
bez pfidaného Cd. Dalsi obsahovaly uméle piidané Cd o koncentracich 40, 160 a 320 mg.kg™; vzdy se
stejnym doprovodnym aniontem (CI-, SO4%). Pro piehlednost byly tyto varianty v textu a grafech
znaceny nasledovné: kontrola (control), Cd40S, Cd40Cl, Cd160S, Cd160CI, Cd320S a Cd320Cl.
Specificky obsah chemikalii a zna¢eni v§ech variant je uvedeno v tab. 1. Navazené mnozstvi chemikalii
bylo rozpusténo v 300 ml destilované vody a takto pfipravené roztoky byly aplikovany do zeminy v

experimentalnich nadobach k plné vyvinutym rostlinam, 35 dni po vysevu.

q Chemikalie

Varianty Oznadeni ggnfg']}rfgﬁign ; (g . nddobu)
' CdCl, CdSO,

1 control

2 Cd40Cl Cd40 / Cl 0.60945

3 Cd160ClI Cd 160 / Cl 2.43780

4 Cd320ClI Cd320 / Cl 4.87560
5 Cd40S Cd40 / SO 0.6846
6 Cd160S Cd160 / SO~ 2.7385
7 Cd320S Cd320 / SO~ 5.4770

Tab. 1: Jednotlivé varianty experimentu s okurkou setou - specificky obsah chemikalii a znaceni
vSech variant.

Rist rostlin byl determinovan pomoci Cerstvé hmotnosti (FW) kazdé rostliny. Fluorescence
chlorofylu byla métena fluorometrem OS1p (Opti-Sciences, USA). PIné vyvinuté rostliny véetné plodu
byly sklizeny v jednom dni, 49 dni po kontaminaci Cd. Kofeny byly omyty v destilované vodé a osuSeny
na filtraénim papiru. Pti sklizni byly rovn€z vyhodnoceny a zdokumentovany symptomy toxicity. Kazda
rostlina byla rozdélena na kotenovou, stonkovou, listovou a plodovou &st. Casti byly homogenizovany
na malé Casti a suSeny do konstantni hmotnosti (cca 48 h) pii 65°C (Venticell 707; Ilabo, Borsovska,
Kyjov, CZ). Poté byly zpracovany na jemny praSek. Mineralizace suSenych vzorki byla provedena

pomoci suché metody spalovani v muflové peci (CALOR SN 305; MIWY, Lipnik n. Becvou, CZ).
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Vzorky o hmotnosti 1 - 50 g byly umistény do pece v kiemenném (platinovém) kelimku. Byl nastaven
spalovaci program podle charakteru vzorki — ty byly pomalu spalovany (maximalni teplota 450°C) do
podoby bilého prasku. Vzorky byly poté rozpustény v 10 % HNOs. Koncentrace Cd a K byly stanoveny
pomoci atomové absorpéni spektroskopie na zafizeni AAS SOLAAR M5 (Thermo Electron
Spectroscopy Ltd., Solaar House, Cambridge, UK). Vzorky byly zmlzovany v plameni acetylen-vzduch,
a absorbance byla méfena pii specifické vinové délce. Pro Cd 228.8 nm. Ptislusné koncentrace byly
pomoci softwaru zafizeni odecitany metodou kalibra¢ni kiivky. Odhad nejistoty na zakladé vypoctu

experimentalnich dat byly pro referen¢ni material v piipadé Cd 20 %.

6.2 Experiment s hyperakumulatorem

Experiment byl proveden formou nadobového pokusu, ktery probihal ve skleniku Botanické
zahrady v Hradci Kralové (vychodni Cechy, 278 m. n. m.). Fotoperioda byla timérna klimatickym
podminkam stanovisté (50° 10' 34" N; 15° 50' 19" E) v obdobi od biezna do kvétna. Relativni vlhkost
vzduchu byla stanovena na 60 % a primeérna teplota ve dne 24 °C, a v noci 15 °C.

Rostliny zelence chocholatého (Chlorophytum comosum) a kalisie vonné (Calisia fragans) byly
pestovany v plastovych nadobach (priimér 12.5 cm), po 1 rostliné v kazdém kvétinaci, ktery byl naplnén
1.5 kg péstebniho raselinového substratu RS II od firmy Agro. Agrochemicka charakteristika zeminy
byla nasledujici: pH/KCI - 6.20; mnozstvi piistupného P 91.4; Cu 0.69; Al 74.86 Ca 1840; Mg 202; Fe
48.7; Mn 6.6; K 203.0 mg.kg* (vyluh Mehlich I1I). Obsah HM v zeminé& ve vyluhu lu¢avkou kralovskou
byl nasledujici: Cd 0.1; Zn 38.0, Pb 7.0, As 1.0, Cu 15.0, Cr 12.00 mg.kg™. Byly zvoleny 4 varianty pro
kazdy rostlinny druh, kazda varianta ve 4 opakovanich. Prvni varianta byla variantou kontrolni, bez
piidaného Cd. Dalsi obsahovaly uméle piidané Cd o koncentracich 40, 160 a 320 mg.kg™; vzdy se
stejnym doprovodnym aniontem (CI'). Pro piehlednost byly tyto varianty v textu a grafech znaceny
nasledovné: kontrola (control), Cd40Cl, Cd160Cl a Cd320ClI. Specificky obsah chemikalii a znaceni
vsech variant je uvedeno v tab. 2. Navazené mnozstvi chemikalii bylo rozpusténo v 300 ml destilované
vody a takto pfipravené roztoky byly aplikovany do zeminy v experimentalnich nadobach k plné

vyvinutym rostlindm, 45 dni po jejich odd€leni od matefské rostliny a ptesazeni do kvetinaci.
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Chemikalie
Varianty || Oznaceni (nlf g n(l:((;n;[)r ?C:n?odnt (g.nddobu”)
CdCl; 2.5 H;0O
1 control
2 Cd40cCl Cd40 / CI 0.12195
3 Cd160ClI Cdi160 / CI 0.48750
4 Cd320ClI Cd320 / CI 0.97500

Tab. 2: Jednotlivé varianty experimentu s zelencem chocholatym a kalisii vonnou - specificky obsah

chemikalii a znaceni vSech variant.

Rist rostlin byl determinovan pomoci cerstvé hmotnosti (FW) kazdé rostliny. Fluorescence
chlorofylu byla méfena fluorometrem OSlp (Opti-Sciences, USA). Intenzita fotosyntézy (Pn),
transpirace (E) a vodivost praducht (Gs) byla v méfena pomoci nedestruktivnich metod piistrojem
LCpro+ (ADC BioScientific Ltd., United Kingdom). Relativni obsah chlorofylu byl méfen pomoci
piistroje Chlorophyll Content Meter CCM-200 (Opti-Sciences, USA). Obé méfeni probihala 26 dni po
kontaminaci rostlin Cd.

PIn¢ vyvinuté rostliny byly sklizeny v jednom dni, 29 dni po kontaminaci Cd. Kofeny byly omyty
v destilované vodé a osuSeny na filtracnim papiru. Pfi sklizni byly rovnéz vyhodnoceny a
zdokumentovany symptomy toxicity. Kazda rostlina byla rozdélena na kofenovou (podzemni),
vyhonkovou (nadzemni) a §lahounovou ¢ast. Casti rostlin byly homogenizovany na malé &asti a suseny
do konstantni hmotnosti (cca 48 h) pti 65°C (Venticell 707; llabo, Borsovska, Kyjov, CZ). Poté byly
zpracovany na jemny prasek. Vzorky susiny o hmotnosti 250 mg byly rozpustény ve 4 ml koncentrované
HNO3. Poté byly vzorky vlozeny do reak¢énich nadob a umistény mikrovinného systému Ethos UP 182
(Milestone, Sorisole, Italy) s rotorem SK-15. Mineralizaéni program byl nastaven na 15 min se stalym
naristem vykonu na 1800 W a poté 15 minut konstantné 1800 W; referencni teplota nadoby byla
stanovena na 200 °C. Nadoby s mineralizovanymi vzorky byly odebrany z mikrovinného reaktoru a
ochlazeny na teplotu pod 55 °C. Po mineralizaci vzorky nevykazovaly Zzddné vyznamné zbytky
organickych latek (Ciré roztoky). VSechny nadoby pro odbér vzorki byly oplachnuty a vzorky ziedény
1 % HNO3z na 10 ml celkového objemu vzorku pro analyzu AAS. Mineralizované vzorky byly
analyzovany metodou AAS s elektrotermickou atomizaci (model ContrAA 700 spectrometer, Analytik
Jena, Jena, Germany). Teplotni kroky a dal§i parametry byly nastaveny dle doporucenych hodnot
vyrobce. Data byla sbirana a vyhodnocovana v softwaru Aspect CS (Analytik, Jena, Némecko). Kazdy

vzorek byl analyzovan ve dvou opakovanich. Obsah Cd byl vypo¢itan metodou kalibraéni kiivky.

6.3 Experiment s radionuklidy 1°Cd a ®zn

Experiment byl veden jako hydroponicky, v laboratofich Univerzity Bern. Zrna pSenice

(Triticum aestivum L. ,,Rubli®) a fazole (Phaseolus vulgaris L. ,,Saxa‘“) se nechala vykli¢it na mokrém
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filtraénim papife v plastové misce pii teploté¢ 19 - 23 °C. Rostliny pSenice tu byly po dobu 14 dnd.
Rostliny fazolu pouze 2 dny a pak byly ptfeneseny do kiemicitého pisku na dobu 12 dni. Plastova miska
mela sklon 30°. Vsechny rostliny byly po této dobé pievedeny do zivného roztoku. Po 5 dnech v zivném
roztoku byly rostliny vloZeny do nadoby se 125 ml zivného roztoku obsahujiciho radionuklidy a to po
dobu 2 dni. V kazdé nadobé byly 3 rostliny, fazole a pSenice oddélené. Po uplynuti této doby byly
rostliny pfeneseny z radioaktivné zna¢eného zivného roztoku, oplachnuty destilovanou vodou, a vlozeny
do inkubac¢niho roztoku. Tento roztok obsahoval 5.8 mM KHPQOs, 1.3 mM Ca(NOs)2, 0.88 mM KNOs,
64 uM Fe-EDDHA, 0.98 uM MnCly, 4.93 uM H3BOs3, 0.17 uM ZnSO4, 0.2 uM Na;MoOg, 0.05 uM
Ni(NOz3)2, 0.11 pM CuSOa.

Sest znagenych rostlin (3 fazole a 3 p3enice) byly spoleéné hydroponicky kultivovany v
nadobéch obsahujicich 900 ml Zivného roztoku (jiz bez radionuklidf). Rostliny byly péstovany v
kultivaéni mistnosti s fotoperiodou 14 hodin (150 pmol photons.m™.s? ze dvou zéafivek Osram FQ 49W
/ 830 tepla bila a dvou OSRAM FQ 49W / 840 studend bila; méteno 20 cm nad nadobami). Teplota
boxu byla nastavena na 23 °C béhem dne a 19 °C v noci. Relativni vlhkost béhem dne byla 30 — 33 %
a b&hem noci 36 — 39 %. Postupné, po 3, 6 a 12 dnech od radioaktivniho znaceni, byla sklizena jedna
rostlina z kazdé¢ varianty a druhu rostliny. V pokusu byly pouzity 3 varianty - kontrola (bez pfidaného
Cd ¢i Zn), 2Cd (pfidany 2 uM Cd), 20Zn (piidano 20 uM Zn). Kazda varianta méla 4 opakovani.

Koncentra¢ni aktivity ®Cd a ®Zn byly stanoveny detektorem zafeni gama 1480 Wizard 3’
(Wallac Oy, Turku, Finland, Institute of Plant Sciences, University of Bern) s dobou pocitani 40 min na
vzorek.

Pro analyzu translokace pouzitych radionuklidd u obou rostlinnych druhd, byly rostliny sklizeny
v rliznych ¢asovych intervalech po fazi znaceni (3, 6, a 12 dni po znaceni radionuklidy, jeden exemplaf
z kazdé varianty). Poté byly rostliny rozdéleny na jednotlivé casti. U rostlin pSenice na koteny, list 1
(nejstarsi) az list 6 (nejmladsi). V ptipadé rostlin fazolu pak na kofeny, primarni listy, stonky a trojéetné
listy (trifoliate 1 — nejstarsi; az trifoliate 4 - nejmladsi). RGzné ¢asti rostlin byly suSeny v susarné pies
noc pii 60 °C. Po detekci zafeni gamma, byla na analytickych vahach zjisténa hmotnost susiny vSech

jednotlivych ¢asti rostlin.

6.4 Experimenty s rostlinami Arabidopsis a jejich genotypy

6.4.1 Vliv kadmia na rust riznych genotypu

Semena raznych ekotypu rodu Arapidopsis sp. (Col-O; ProTiz3; ProTiz; ProTzs; WS) byla
vyseta do 200 ul ¢irych PCR zkumavek (BioConcept, Switzerland). Genotypy oznacené ProTis;
ProT12 a ProT,3 obsahuji rizné proteinové prenasece s velkou afinitou k prolinu. Kazda zkumavka byla
naplnéna 300 pl Zivného média. Jako zivné médium bylo zvoleno "2 Murashige-Skoog (MS) médium

(Dufecha Biochemie, Netherlands) s 0.65 % agarem (Becton, Dickinson and Company, France). Kazda
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zkumavka obsahovala 1 semeno. Pro pokus kli¢ivosti / umrtnosti byly zvoleny 3 varianty experimentu.
Prvni byla variantou kontrolni, bez ptidaného Cd. Dalsi varianty obsahovaly uméle pfidané Cd do
zivného média a to v koncentracich 10 uM a 50 uM CdCl, . 2H,0. Kazda varianty ¢itala u kazdého
genotypu vzorek o velikosti 32 rostlin. VSechny 3 varianty od jednoho genotypu (96 zkumavek) byly
vlozeny do pfislusného stojanu téchto zkumavek v podobé boxu s uzaviratelnym vickem. To bylo
zvoleno ke snizeni vyparu a ovlivnéni dalSich podminek uvniti klimaboxu. Takto pfipravené boxy byly
umistény na 2 dny do kultivaéni mistnosti s fotoperiodou 14 hodin (150 pmol photons.m?2s* ze dvou
zativek Osram FQ 49W / 830 tepla bila a dvou OSRAM FQ 49W / 840 studena bild; méfeno 20 cm nad
nadobami). Teplota boxu byla nastavena na 23 °C béhem dne a 19 °C v noci. Relativni vlhkost béhem
dne bylo 30 — 33 % a béhem noci 36 — 39 %. Poté byly rostliny na 12 dni pfemistény do klimaboxu
(Percival Scientific) s fotoperiodou 12 hodin svétla / 12 hodin tmy, teplotou béhem dne 22° C, v noci
20° C, relativni vlhkosti konstantn& 75 % a s intenzitou svétla 110 uMm™s. Vyhodnoceni pokusu

probéhlo 14 dni od vysevu rostlin.

6.4.2 Obsah thiolovych sloucenin ve vztahu k bioakumulaci Cd

Rostlinky riznych ekotypt rodu Arapidopsis sp. (Col-O; Col-O: Hajnalka ; ProTy23; ProTy;
ProT,s; WS) byly péstovany v 200 pl ¢irych PCR zkumavkach, kterym byla odsttizena Spicka a byly
vlozeny do 1.5 ml &ernych zkumavek (BioConcept, Switzerland). Ciré zkumavky byly naplnény Zivnym
médiem - %2 Murashige-Skoog (MS) médium (Dufecha Biochemie, Netherlands) s 0.65 % agarem
(Becton, Dickinson and Company, France). V ¢ernych zkumavkach byla pravidelné kontrolovana a
doplinovana hladina MS média. Kazda zkumavka obsahovala 1 rostlinu. Takto pfipravené rostliny byly
péstovany v klimaboxu (Percival Scientific) s fotoperiodou 12 hodin svétla / 12 hodin tmy, teplotou
b&hem dne 22 °C, v noci 20 °C, relativni vlhkosti konstantné 75 % a s intenzitou svétla 110 pMm2s™.
Pro pokus produkce thiolti byly zvoleny 3 varianty experimentu. Prvni byla variantou kontrolni, bez
pfidaného Cd. Dalsi varianty byly vystaveny pfidanému Cd do zivného média a to v koncentracich 100
UM (po dobu 24 h) a 200 uM (po dobu 48 h) CdCl, . 2H,0. Rostliny byly sklizeny po 26 dnech od
vyseti. Celkové mnozstvi ve vodé rozpustnych thiolti v nadzemnich ¢astech rostlin bylo stanovovéno

spektrofotometricky na pfistroji DU 640 (Beckman, USA), dle metodiky popsané niZe.

6.5 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Z namletych vzorkt bylo odebrano 0.5 g suSiny a extrahovano v 10 ml 75 % HPLC metanolu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Extrakce vzorki probihala pomoci tfepatky Multi Reax
(Heidolph, Schwabach, Germany) po dobu 24 h. Poté byly vzorky centrifugovany po dobu 10 minut pii
frekvenci 1024 rpm pomoci centrifugy MPW 223a (MPW, Warsaw, Poland), aby doslo ke zmenseni

objemu pevné slozky a bylo mozné odlit pouze extrakt. Ten byl piefiltrovan pies mikroporézni
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stiikackovy filtr 0.45 pm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 5.0 ml bylo odebrano do
50 ml odmérné bariky a doplnéno po rysku 75 % metanolem. Z filtratu bylo pipetovano 1.0 ml do 50 ml
odmérné banky, do které se dale ptidalo 9.0 ml destilované vody a 1.0 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla.
Po 5 minutach bylo ptidano 10.0 ml 7 % roztoku Na,COs (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a
odmérna banka byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Takto pfipraveny vzorek byl ponechan
90 minut stat.

Absorbance paralelnich vzorkli byla méfena pomoci UV/VIS spektrofotometru Lambda 25
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) pii vlnové délce 765 nm. Koncentrace vzorkl byla vypoctena
pomoci kalibra¢ni kiivky. Zjisténé hodnoty byly pfepoCteny na 100 g susené hmoty a vyjadfeny v
gramech standardu kyseliny gallové. Vysledna kontrakce originalniho vzorku byla vypoctena podle
vzorce:

Cg X Vo Xmy X Vpy

m= ms X 1,
kde m je hmotnost PC ve 100 g pivodni rostlinné susiny (g), Cy je koncentrace PhC v méfeném vzorku
ziskaného z vypoc¢tu z kalibra¢ni kiivky (g/ml), V. je objem kalibra¢niho roztoku pouzitého k reakci
(1 ml), m; je hmotnost referenéniho vzorku pouzitého k vypoctu (100 g), Vex je objem extrakéniho
roztoku (10 ml), ms je hmotnost vzorku pouzitého pro extrakci a Vp je objem extraktovaného vzorku

pouzitého v reakci (1 ml).

6.6 Stanoveni antioxida¢ni kapacity (AOC)

Antioxida¢ni kapacita (AOC) byla stanovovana pomoci testu antioxidaéni kapacity ekvivalentu
Troloxu (TEAC). Vysledky pak byly vypocteny jako aktivita ABTS™ zachycovaci radikald (%).
Zkouska na kationtovy radikal ABTS, zptsobujici béhem tohoto testu odbarveni vzorku, byla provedena
podle metodiky autort Re et al. (1999) and van den Berg et al. (1999), pouze s nékolika modifikacemi.
Z chemikalii byly pouzity: Trolox ((%)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid) a
ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt), které byly ziskany od
firmy Sigma-Aldrich (Prague, Czech Republic). Ke stanoveni AOC byly pouzity metanolové extrakty
susiny rostlin (0.5 g susiny / 5 ml metanolu). Zkumavky byly umistény do tfepacky Multi Reax shaker
(Heidolph, Schwabach, Germany) po dobu 24 hodin pti 1600 rpm a nasledné odstiedény v centrifuze
(15 minut pii 4500 rpm). Vzorky pro zkousku odbarvovani, byly pfipraveny do 1 cm polystyrénovych
kyvet. Nejprve byly smichany 3 ml roztoku radikalu ABTS s 40 pl metanolového extraktu vzorku ¢i
standardu Troloxu a ponechano dobu 20 minut pti laboratorni teploté, aby bylo mozné dukladné
odbarvovani v reakéni smési. Nasledné byla odectena absorbance pti 734 nm na pfistroji Agilent Cary
60 spektrophotometer. Ke stanoveni kalibra¢ni kiivky bylo pouzito 5-ti bodl (koncentrace Troloxu 0,

5, 10, 15 a 20 mM). Aktivita ABTS™ zachycova¢i radikalt (%) byla vypodtena, jak popsali Siler et al.
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(2014), pomoci VZOrce: [(Acontrol - Asample) / Acontrol] X 100, kde Asample Je abSOI’banCG I’OZtOkU, kam byl

piidan extrakt / referen¢ni slou¢enina a Acontrol j€ absorbance roztoku ABTS™ bez ptidaného extraktu.

6.7 Stanoveni kyseliny salicylové

Ke stanoveni obsahu SA byl pouzit kapalinovy chromatograf Agilent slozeny z kvarterni pumpy
série 1260 (G1311B), automatického davkovaCe vzorkti série 1260 (G1329B), termostatu
automatického davkovace série 1290 (G1330B), termostatu kolony série 1260 (G1316A), detektoru
UV/VIS oblasti série 1260 (G4212B), fluorescenéniho detektoru série 1260 (G1321B). Rizeni HPLC a
zpracovani vysledkd probihalo pomoci programu OpenLab CDS, v. C.01.01 (Aglient Technologies,
USA).

Jemné namleta suSina o hmotnosti 0.5 g byla smichana s 5 ml 75 % HPLC roztokem metanolu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Extrakce vzorki probihala pomoci tfepatky Multi Reax
(Heidolph, Schwabach, Germany) po dobu 24 h. Poté byly vzorky 15 minut centrifugovany pii frekvenci
3000 rpm pomoci centrifugy MPW 223a (MPW, Warsaw, Poland). Poté bylo 1.5 ml vzorku po dobu
cca 4 hod. odpafovano pod proudem dusiku (30 °C) na odparce NDK 200-2 (Hangzhou Miu Instruments
Co., Ltd). Byl pouzit dusik ¢istoty 4.0 (SIAD). Pied analyzou byly pevné zbytky rozpustény v metanolu
a odstfedény za pouziti Lab dancer minishaker (IKA).

Separace probihala na chromatografické kolon¢ Kinetex C18, 150 x 4.6 mm o velikosti ¢astic
5 um, umisténé v termostatu pii teploté 25 °C. Davkovany objem vzorku byl 10 pl. Mobilni faze byla
slozena ze smési acetonitril/3.35 % kyselina fosfore¢na v poméru 40/60 (v/v). Prutok mobilni faze byl
1.5 ml/min. Celkova doba analyzy byla 6 minut. Detekce byla v UV oblasti pfi 235 nm.

Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvojim opakovani. Pro vyhodnoceni obsahu SA ve vzorku

byla pouzita metoda kalibracni kiivky.

6.8 Stanoveni organickych Kkyselin

Ke stanoveni obsahu kyseliny $tavelové, CA, AsA a FUA bylo pouzito 0.5 g zmrazeného
cerstvého rostlinného materialu, ktery byl homogenizovan s 10 ml 0.01mol/l KoHPO4-PBS (pH 2.5).
Poté byly vzorky umistény do vodni lazné a zahtivany na 75 °C, po dobu 45 min. Homogenaty byly
odstfedény pii 3000 rpm, a supernatanty byly odfiltrovany pies 0.45 um mikroporézni filtr a pouzity
pro chromatografickou analyzu. Organické kyseliny byly analyzovdny pomoci kapalinové
chromatografie (HPLC) (detaily pfistroje viz vyse). Vzorky byly separovany koloné Kinetex C18, 150
x 4.6 mm o velikosti ¢astic 5 pm, umisténé v termostatu pti teploté 30 °C. Mobilni faze byla slozena ze
smési 97 % 0.01mol/l K;HPO.-PBS (pH 2.5) a 3 % metanolu. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Celkova
doba analyzy byla 6 minut. Detekce byla v UV oblasti pfi 210 nm.
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Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvojim opakovani. Pro vyhodnoceni obsahu organickych

kyselin ve vzorku byla pouzita metoda kalibra¢ni kiivky.

6.9 Stanoveni celkového obsahu thiolovych slou¢enin

Ke stanoveni celkového obsahu ve vode rozpustnych thiold byl pouzit UV/VIS spektrofotometr
DU 640 (Beckman, USA). Pro analyzu byly vyuzity chemikalie: 0.1mM Na;EDTA; 10 % TCA; DTNB
(90 mg/250 ml 0.2 M Phosphatbuffer, pH 7.0); 0.2 M Phosphatbuffer pH 7.0 (KH2PO., Na;HPO;, .
2H;0) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Cerstvé rostlinné vzorky o hmotnosti 200 mg byly
homogenizovany s 2 ml EDTA: 10 % TCA (pomér 10:2). Homogenizace probihala pomoci
homogenizatoru Polytron (Kinematica, Switzerland) s plastovym nastavcem pro homogenizaci ptimo
uvnitt zkumavky. Béhem vazeni a homogenizace byly vzorky uchovavany v ledu. Poté byly vzorky
preneseny do 2 ml zkumavek a 15 minut centrifugovany pfi frekvenci 13 600 rpm a teploté 4 °C pomoci
centrifugy Eppendorf 5415 R (Eppendorf, Germany). Supernatanty byly odebrany do 2 ml cistych
zkumavek, odkud bylo postupné odebirano 1.5 ml k spektrofotometrické analyze. Métenim byly ziskany

2 hodnoty, z kterych probihal kone¢ny vypocet, a sice:

a) 1 mlextraktu+ 1 ml DTNB
1 ml extraktu + 1 ml Phosphatbuffer = Blank

b) 1mlHO+1mlDTNB
1 ml H20O + 1 ml Phosphatbuffer = Blank

Detekce probihala pomoci métfeni absorbance pii 412 nm v kyvetach o objemu 100 pl. Kazdy
vzorek byl analyzovan ve dvojim opakovani. Pro vyhodnoceni celkového obsahu ve vode rozpustnych
thiold ve vzorku, byla pouzita metoda kalibracni kiivky. Vyslednd koncentrace ve vzorku byla

vypoctena dle vzorct:
AOD = 0D a) — 0D b)

_AOD><2

— — Mol
[SH] 13600 /] Extraktu

6.10 Statistické zpracovani dat

K prehlednosti obsahu Cd v jednotlivych ¢astech rostlin, jakozto i dal$ich obsahovych latek,
byly zpracovany tabulky a grafy v programu Excel (Microsoft, USA). Konkrétni statistické zpracovani
probihalo pomoci programu Statistica (Statsoft, CR). Byla pouzita metoda jedno faktorové analyzy
rozptylu (ANOVA) s naslednym Tukeyho testem, na hladiné¢ vyznamnosti P = 0,05. Pro odhaleni

vzajemného vztahu riznych stresovych indikatorti a obsahu Cd, byla pouzita také korela¢ni analyza.
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Experiment s okurkou setou

7.1.1 Vliv kadmia na produkci biomasy

U variant s piidavkem Cd byla pozorovana stimulace v produkci biomasy a ristu nadzemnich
casti a kofend rostlin (obr. 13). VSechny varianty s pfidavkem Cd v tomto ptipad¢ zvysily produkci
cerstvé hmoty (FW). A to konkrétné v pruméru o 30 % oproti kontrolni varianté. Mezi variantami, kde
byl jako doprovodny aniont pouzit Cl', nebyl v tomto sméru pozorovan zadny vyznamnéjsi rozdil.
Naproti tomu, u variant s doprovodnym aniontem SO4%, doslo po uvodnim silném naristu kK postupnému
snizovani produkce FW s naristajici hodnotou Cd. Z tohoto pohledu dosahla nejvys$Sich hodnot mezi
témito variantami varianta Cd40S, kde byla hodnota FW zvysena v priméru o 50 % ve srovnani s
kontrolni variantou. Pozitivni efekt nizkych koncentraci Cd na rostlinny rist byl diive popsan autory
Shamsi et al. (2007). Cd, pfestoze neni potiebné, je rostlinami pfijimano a jedna se o jeden z nejvice
toxickych kovii pro cévnaté rostliny. Velmi nizké koncentrace Cd, by mohly mit doasné stimula¢ni
ucinky na rast rostlin, ale pfi vysokych a velmi vysokych koncentracich, se jedna jiz o velmi toxickou
latku (Liu et al. 2003). Naopak pfi niz§ich davkach Cd, probihaji ziejmé detoxikacni reakce, které mimo

jiné stimuluji metabolizmus.
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Obr. 13: Vliv pfidaného Cd na produkeci Cerstvé hmotnosti (FW) v gramech z 1 kompletni rostliny
okurky seté. Chybové usecky predstavuji priiméry + SE (n = 16). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym
pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisne.

7.1.2 Viditelné symptomy toxicity

Prokazatelné symptomy toxicity byly pozorovany u vSech variant s pfidavkem Cd. Ty se

projevily nejcastéji v podobé listovych chlordéz, popfipadé zloutnutim listl. Zminéné projevy
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negativniho ptisobeni Cd byly mnohem vice patrné u variant s doprovodnym aniontem CI°, pfedev§im
v kontrastu s variantami s doprovodnym aniontem SO.*. Reprezentativni snimky listéi pro vSechny
realizované varianty s viditelnymi rozdily mezi pouzitymi doprovodnymi anionty jsou zobrazeny v
obr. 14. Nejmarkantnéjsiho a nejvaznéjsiho poskozeni dosahla varianta Cd320Cl. Listové chlordzy a
Ztrata pigmentti, zptisobena toxicitou Cd byla obdobn¢ dokumentovana u riznych rostlinnych druhti
(Gao et al. 2011), dokonce i u okurky (Yu et al. 2013). Vyssi projevy toxicity u variant s Cl', Ize vysvétlit

napft. podle prace autord Lopez-Chuken et al. (2010), kteti demonstrovali, ze pravé chloridovy aniont

(CI") je zodpovédny za zvySeni dostupnosti Cd pro rostliny z ptdy.
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Obr. 14: Vliv rozdilnych doprovodnych aniontii na viditelné projevy toxicity Cd u reprezentativnich

zastupct listl z jednotlivych variant experimentu. Snimky byly porizeny 23 dni po umélé kontaminaci

rostlin Cd.
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7.1.3 Obsah kadmia v jednotlivych ¢astech rostliny

Nejvice ptijatého Cd bylo akumulovano u vSech variant v kofenech. To ostatné shrnuje i obr. 15.
Konkrétné se vV podzemnich ¢astech rostlin nachazelo vice nez 90 % z celkového obsahu kovu. Zvysujici
se koncentrace Cd v médiu méla rovnéZ za nasledek zvySujici se koncentraci kovu ve vSech ¢astech
rostliny. Podobné vysledky ohledné depozice v kotenech prezentuji napi. Lin et al. (2012). Autofi
pozorovali rovnéZ vliv mnozstvi obsahu kovu v ptidé na koncentraci kovu v pletivech rostlin. Na druhou
stranu, zvySena koncentrace Cd miize mit za nasledek i snizenou moznost absorpéniho potencialu
kofentl, ¢imz naopak zvysuje persistenci tohoto prvku na povrchu kotfene (Jia et al. 2008). V nasem
pokusu se aniont Cl- promitl do mnohem vyssi koncentrace Cd v kofenech, pfedev§im oproti variantam
s aniontem SO4%. Tento efekt byl pozorovatelny u viech variant, které obsahovaly uméle piidané Cd,
ovSem u téch nejvyssich koncentraci byl tento rozdil daleko vice patrny a markantni. Makovnikova et
al. (2006) spatiuji mozny duvod ve faktu, Ze pravé aniont CI" ma pravdépodobné tendenci piesunout Cd
z vazanych mist v ptidé€ a tim ho uéinit 1épe dostupnym pro piijem rostlinami. Podle Lin et al. (2012) je
potadi v distribuci Cd v rostlinach okurky nésledujici: koten > list > stonek. Toto pravidlo vSak bylo v
naSem experimentu potvrzeno jen u variant s vy3$§imi davkami Cd a doprovodnym aniontem SOs*
(obr. 13). Specialné varianty Cd160S a Cd320S obsahovaly v listech v praméru o 4 % vice Cd nez
ostatni srovnatelné varianty. Ostatni varianty, vcetné té kontrolni, mély pterozdéleni Cd ve svych
castech rozdilné, a sice: kotfen > stonek > list > plod. Nejméné Cd bylo obsazeno v plodech, konkrétné
maximalné okolo 1 % z celkového obsahu HM v rostlin€. Ob¢ varianty s vysSimi davkami pfidaného
Cd byly vsak i v tomto ohledu signifikantné odlisné od ostatnich variant. Nejvyssi obsah Cd byl nalezen
ve varianté Cd320Cl, konkrétng 26.93 mg.kg™, coz je v priméru o 110% vice, ve srovnani s obdobnou

variantou s odliSnym aniontem (Cd320S).

46



4600 152
3450 - 114
2300 - 76
b ab
1150 1 be ped 38 -
0 -

1 2
152 36
114 + 27
b
76 ab ab 18 4

o (p00® 065‘050&600\ c,d‘ﬁ’gscdﬁoc\ %

o (o Cdb‘csc,&@go c,d*e’oscc\”ﬂoc\ %

o0 (g00S a0 C&@C\ 0&605063100\ o

\ o S ‘o) S o S
3 o 0 o0y (160 (20 1®

Obr. 15: Obsah kadmia (mg.kg?) v rostlindch okurky seté, p&stované na uméle kontaminovanych
ptdach se 3 rozdilnymi koncentracemi Cd a 2 rozdilnymi doprovodnymi anionty (CI-a SO4?). 1-kofeny,
2-stonky, 3-listy, 4-plody. Chybové usecky predstavuji priiméry + SE (n = 4). Hodnoty ve sloupcich, oznacené

stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisné.

7.1.4 Obsah kyseliny salicylové v zavislosti na kontaminaci kadmiem

Obsah SA (obr. 16) byl redukovan u vSech variant s pfidavkem Cd. Toto zji$téni je pom&rné v
kontrastu s autory Pal et al. (2006), ktefi pii svém experimentu pozorovali naopak zvyseni endogenniho
obsahu SA po vystaveni rostlin ptisobeni Cd. Nicméné, Kovacs et al. (2014), podobné jako my, popsali
indukovanou syntézu SA po expozici Cd u rostlin pSenice (Triticum sp.), nicmén¢ autofi nenalezli zadné
ptimé spojeni mezi pocate¢ni Grovni SA a toleranci vuci Cd. Li et al. (2013) jiz pozorovali zvysenou
toleranci k oxidacnimu poskozenim zpasobené¢ho Cd, a to zejména vzhledem ke zvySenému poctu
antioxida¢nich enzymu pravé diky nové syntéze SA. V naSem experimentu, varianty Cd40S a Cd160S
obsahovaly mnohem mens§i mnozstvi SA, v porovnani se stejnymi variantami s anionty Cl". Odlisné
chovani nastalo u varianty Cd320S, ktera nejenze obsahovala mnohem vice SA nez obdobna varianta
Cd320Cl, ale zaroven m¢la vyrazné vyssi obsah SA i nez vSechny ostatni varianty s pfidavkem Cd. A
to vSe navzdory skuteCnosti, ze SA byla v prub&hu stresovych reakci popsana jako signalni molekula,
ktera je zapojena do obrannych reakci. I proto je, diky naSim a dal§im protichidnym vysledkam (Li et

al. 2013), velmi tézké néjak presnéji uréit samotnou roli SA v obranné reakci na HM. Skute¢na podstata
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obranného mechanismu SA pii riznych stresovych ptisobenich v oblasti zivotniho prostiedi je tak stale

nejasna a vyzaduje dalsi vyzkumné studie.
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Obr. 16: Uginek ptidaného kadmia na obsah kyseliny salicylové (ng.g™) v listech okurky seté. Chybové
usecky predstavuji priumery + SE (n = 4). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle

Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisné.

7.1.5 Celkovy obsah fenolickych latek v zavislosti na kontaminaci kadmiem

Zvyseny obsah Cd v listech u variant s aniontem SO.%, ve srovnani se stonkem, vedl u téchto
variant k vyznamnému snizeni obsahu PhC (obr. 17). Ostatni varianty s pfidavkem Cd vykazovaly
naopak vyssi obsah PhC ve srovnani s kontrolni variantou. Sivaci and Elmas (2012) ukazali, ze rostliny
mohou akumulovat PhC v ramci riznych stresovych podminek. Podle Gill and Tuteja (2010), jsou PhC
soucasti sekundarnich metabolitd, které jsou spolu s ostatnimi, soucasti slozitych obrannych reakci
rostlin. RovnéZ byla popsana jejich antioxidaéni aktivita a kapacita vazat na sebe kov (Llugany et al.
2013). I to mize byt dtivodem, pro¢ doslo v nasem experimentu ke snizeni obsahu PhC. U téchto variant
jednoduse nebylo detekovéno tolik volnych PhC, protoze diky velkému nadbytku Cd, je i vétSina PhC
na tento kov navdzana. V tomto piipad¢ se tak mtize jednat o jeden z obrannych systémd, které rostliny
aktivné pouzivaji proti stresu HM. Tyto latky tak mohou hrat nejen roli antioxidantt, ale lze je jiste
vyuzit i jako biomarkery expozice kovi. S obdobnou formulaci souhlasi i Michalak (2006) a Biatonska
etal. (2006). Na druhou stranu, jesté vyssi obsah Cd v listech varianty Cd320Cl ke stejnému masivnimu
snizeni obsahu PhC nevedl. I z tohoto faktu, vcetné nasich vysledki a dalSich zjisténi uvedenych vyse,
miizeme predpoklédat, Ze doprovodny aniont a forma Cd, ve které se kov vyskytuje, mohou mit pomérné

zasadni vliv na zapojeni odlisnych obrannych antioxida¢nich mechanismtl.
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Obr. 17: Uginek pfidaného kadmia na obsah fenolickych latek (mg.100 g) v listech okurky seté.
Chyboveé usecky predstavuji pruméry = SE (n = 4). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou

podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisné.

7.1.6 VIliv kadmia na intenzitu fluorescence chlorofylu

Podobny ucinek, jako u PhC, na zvyseni u€asti obrannych mechanism je ziejmy také z hodnot
fluorescence chlorofylu (obr. 18). VSechny varianty s piidavkem Cd vykazovaly vys$i hodnoty
minimalni a maximalni fluorescence oproti kontrolni varianté. U nizkych koncentraci Cd
(5 - 15 pmol. L) byl jiz podobny uginek na zvySeni parametri fluorescence chlorofylu pozorovén, napf.
v publikaci Li et al. (2015). Podle Sofo et al. (2010), se ve fotosystému, diky toxickému ptisobeni Cd,
tvoii velmi vysoké mnozstvi energie. Této nastalé situaci se rostliny obvykle snazi zabranit praveé tim,
7e zvysi intenzitu maximalni fluorescence chlorofylu. V naSem pokusu varianty Cd160S a Cd320S
dosahly v listech v pruméru o 23 % vyssi intenzity Fo a Fm oproti variantam se stejnou davkou Cd, ale
rozdilnym aniontem (CI'). Vys8i obsah Cd v listech u téchto variant, snizeni obsahu PhC a naopak vyssi
intenzita fluorescence chlorofylu, miize znamenat zapojeni riiznych obrannych mechanismi rostlin, a to

predevsim v zavislosti na forme¢ Cd.
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Obr. 18: Uginek pfidaného kadmia na bazalni (F,) a maximalni fluorescence chlorofylu (Fm) Vv listech
okurky seté. Chybové usecky predstavuji priméry = SE (n = 20). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym

pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisné.

7.1.7 Vliv kadmia na obsah drasliku v jednotlivych ¢astech rostlin

Nejvice K bylo obsazeno u vsSech variant v plodech (obr. 19). Nicméné, celkové nebyly
pozorovany zadné velké rozdily mezi kontrolni a experimentdlnimi variantami. Ve stoncich byl
zaznamenan nevyznamné vyss$i obsah K u variant s aniontem SO4%, neZ u stejnych variant s aniontem
Cl". Varianty s chloridem se pak nelisily od kontrolni varianty.

Vyznamné rozdily v obsahu K vykazovaly v§echny varianty s pfidanym Cd, a to prave v listech,
v porovnani s kontrolou. VSechny tyto varianty mély v tomto sméru vys$si hodnoty. Obdobny nartst
obsahu K, vlivem stresového pusobeni Cd nalezlo jiz nékolik autort, napfiklad u rostlinek in vitro
(Gongalves et al. 2009b), v nadzemnich ¢astech jarniho je¢mene (Hordeum sp.) (Wyszkowski and
Wyszkowska 2006) nebo u rostlin mrkve (Daucus sp.) (Auda and Ali 2010). V kontrastu s tim, je dobie
zdokumentovan i vyrazny pokles koncentrace K vlivem stresu Cd u riznych druhi rostlin — fazole
(Phaseolus sp.) a hrach (Pisum sp.) (Obata and Umebayashi 1997), pSenice (Triticum sp.) (Veselov et
al. 2003), oves (Avena sp.) (Ciec¢ko et al. 2005), kukutice (Zea sp.) (Kurtyka et al. 2008), fazole mungo
(Vigna radiata) (Wahid et al. 2008) ¢i brambory (Solanum tuberosum) (Gongalves et al. 2009a). Obsah
K u rostlin péstovanych na pudach, kontaminovanych Cd zavisi na podle Wyszkowski and Wyszkowska
(2009) na pudnim druhu (mnozstvi a kvalité jilovych mineral), celkovém obsahu a poméru mezi
jednotlivymi makrozivinami, a také na druhu rostlin a organu rostliny. Rozmanity vliv Cd na rtizné
rostliny, mize v tomto pfipad¢ pochazet z toho, Ze miize dochazet k poskozeni bunééné plasmatické
membrany v kofenech citlivych rostlin, coZ mtize mit za nasledek snizenou absorpci nejen vody ale také
prvka (Wyszkowski and Wyszkowska 2009). Zde mize byt dobré spojeni pravé s Cd. Obecné plati, Ze
nadzemni Casti, prevazné pak listy jsou vice nachylné k toxicit¢ Cd. Napadné listové chlorozy pak
naznaCuji, Zze metabolismus Cd probihd hlavné v téchto castech. Pfesto nesmime zapomenout na
skutecnost, Ze rizné rostliny mohou mit vyvinuté riizné mechanismy tolerance a jejich reakce na HM se

tak mize zna¢né lisit (Benabid and Ghorab 2013).
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ZvySeny obsah K v kontaminovanych listech miZe znamenat zapojeni tohoto prvku do
obrannych mechanismu proti Cd stresu. Zapojeni tohoto prvku bylo pozorovano specialné pti vyzkumu
intenzity fotosyntézy, ristu rostlin a jejich vynosu (Umar and Moinuddin 2002). Ptijem Cd muize byt
rovnéz také zmirnén vhodnou koncentraci K v Zivném médiu (Zhao et al. 2004). Na druhou stranu, nizké
koncentrace Cd mohou pozitivné ovlivnit narGst piijmu nékterych kationti rostlinami. Gongalves et al.
(2009b) vidi hlavni divod v hyperpolarizaci plazmatickych membranach, coz ma za nasledek zvyseni

transmembranového potencialu.
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Obr. 19: Obsah drasliku (mg.kg™) v rostlinach okurky seté, p&stované na uméle kontaminovanych
ptdach se 3 rozdilnymi koncentracemi Cd a 2 rozdilnymi doprovodnymi anionty (CI- nebo SO4%). 1-
koteny, 2-stonky, 3-listy, 4-plody. Chybové visecky piedstavuji priiméry + SE (n = 4). Hodnoty ve sloupcich,

oznacené stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisné.

7.1.8 Vliv doprovodnych aniontu na translokaci kadmia

Rozdilny vliv aniontd CI" a SO4* na translokaci Cd miize byt zpiisoben jejich rozdilnou
chemickou strukturou a vytvorenym efektem uvnitf rostlin. Samotna pfitomnost Cl” iontl v rostlinnych
pletivech je relativné dilezita. Tento prvek nejenze stabilizuje membranovy potencial, ale také reguluje
aktivitu mnoha dulezitych enzymu (White and Broadley 2001). Ve vztahu k HM je zajimavy piedevsim

efekt vazby Cl na Cd. Tato kombinace vyrazné zvySuje priichod kovu skrz rostlinné membrany, a to
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piedevsim v dtsledku zvySené vodivosti Cd (Ozkutlu et al. 2007). Podobné bylo popsano i spojeni
metabolickych drah rostlin s prvkem S, dokonce i v souvislosti s obrannymi mechanismy proti toxicité
Cd (Kiipper and Kochian 2010). PC hraji zasadni ulohu v obrannych mechanismech proti HM.
Piedevsim thiolové skupiny jsou pak mistem navazani Cd. Tento fakt byl pozorovan pfedevsim u
mladych listd (Kiipper et al. 2004), kofend a semen (Vogel-Mikus et al. 2010). Rozdil mezi témito
dvéma solemi Cd je také evidentni z detailni translokace (obr. 15). Koren et al. (2013) pozorovali rozdil
u akumulace Cd v mezofylovych buiikach. To se ukladalo ptedevsim do vakuol (v ptipadé CdCly), popt.
do apoplastu (v ptipadé CdSOa). Zatimco v symplastu méla zvysujici se koncentrace Cd za nasledek
stimula¢ni efekt na pocet O-ligandt, v apoplastu se vyskytovaly pfedevsim ligandy na bazi S. Autofi
také ukazali, ze v zilkach rostlin kontaminovanych CdSO4 a CdCl; nejsou zadné vyrazné rozdily v
chemickém stavu Cd, takZe mechanismy absorpce, transportu a pfesunu na urovni kotene,
pravdépodobné upravuji hladinu translokace Cd do vyhonkd. V nasi studii jsme pozorovali podobné
rozdily chovani rostlin v zavislosti na pouZité soli Cd, a to zejména v obsahu PhC a fluorescence
chlorofylu. Z téchto vysledki mtizeme predpokladat, ze i doprovodny aniont a forma, ve které se Cd
vyskytuje, mohou mit dopad na zapojeni riznych antioxidacnich systémi. Zjisténi, ze chemicka forma
pfidané Cd do zivného roztoku ovlivituje troven akumulace Cd je v tomto sméru zasadni a novou

informaci, na zékladé které jsou nutné dalsi studie v lokalizaci a chemickém stavu Cd.
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7.2  Experiment se zelencem chocholatym a kalisii vonnou

7.2.1 Tolerance obou rostlin vuci rustu v kontaminované zeminé

V nasem experimentu se zelencem chocholatym (Ch. comosum) a kalisii vonnou (C. fragrans)
nebyl pozorovan, shodné pro oba rostlinné druhy, zadny z viditelnych ptiznaki, typickych pro toxicitu
Cd (obr. 20). Radime sem napf. listové chlordzy a sniZeni produkce biomasy, popsané jiz diive u
ruznych druhi rostlin (Ekmekgi et al. 2008; Chao et al. 2010; Mal¢ovska et al. 2014; Zhang et al. 2014;
Tuma and Svojanovska 2015; Chen et al. 2015; Hammami et al. 2016). Obecné plati, Ze nadzemni ¢asti
a prevazné pak listy jsou vice nachylné k toxicité¢ Cd. Napadné listové chlordzy také mohou naznacovat,
ze metabolismus Cd probiha hlavné€ v téchto castech. Z absence téchto zminénych ptiznakl, mizeme
konstatovat, Ze oba druhy rostlin maji dobrou odolnost proti toxickému uc¢inku Cd, a to i na trovni svych
nadzemnich ¢asti. Podobny zavér rovnéz uvedli Wang et al. (2011), ktefi ve svém pokusu ocenili
predevsim vysokou toleranci vuéi Cd a zaroven vysokou okrasnou hodnotu druhu Ch. comosum. Ve
vy$8i koncentrace Cd (jmenovité 320 mg.kg™* namisto 200 mg.kg?). Hledani novych rostlinnych druhi
s vysokou schopnosti odolnosti proti toxicit¢ HM je zakladni nezbytnosti pro uspésné pouziti
fytoremediace. Tyto druhy musi zvladat nejen vychytavani velkého mnozstvi kovu do svych pletiv, ale
zaroven nesmi byt toxicitou HM v podobé kontaminovanych pid retardovan jejich rust. V tomto ohledu
pusobi oba druhy, Ch. comosum a C. fragrans, velmi slibné, a to i pfi tak vysokych koncentracich Cd v

pude, které jsme v nasem experimentu pouzili.
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A: Chlorophytum comosum

Obr. 20: Porovnani vSech variant experimentu. Ty postradaji jakékoliv viditelné piiznaky toxického
pusobeni Cd, a to shodné u obou druht - A: Chlorophytum comosum; B: Callisia fragrans. Snimky byly

porizeny 26 dni po umélé kontaminaci pudy Cd.

7.2.2  Vliv kadmia na intenzitu fluorescence chlorofylu

V rostlinach se vyskytuje mnoho citlivych fyziologickych procesi, které jsou velmi postizitelné
toxicitou HM, zejména se pak jedna predevsim o procesy fotosyntézy (Ekmekgi et al. 2008; Mal¢ovska
et al. 2014; Tuma and Svojanovska 2015). Navzdory faktu, Ze experiment neodhalil zadné viditelné
znamky toxicity Cd, mélo vystaveni rostlin Ch. comosum a C. fragrans, pii riznych Grovnich Cd za
nasledek zmény parametri fluorescence chlorofylu, zejména pak poméru Fu/Fnm, jak je ostatné patrné z
obr. 21. Tento pomér popisuje mozny vytézek fotochemické reakce, a je ¢asto pouzivan jako indikator
stresu (Mallick and Mohn 2003). Nase hodnoty F\/Fn, v kontrolnich variantach, primérné kolisaly okolo
0.74 (Ch. comosum) a 0.69 (C. fragrans). Tyto hodnoty jsou o néco malo nizsi, nez hodnoty, bézné
znamé pro zdravé rostliny, které se pohybuji kolem 0.80 (Zhori et al. 2015). OvSem i pies to, byla
ucinnost fluorescence chlorofylu prokazatelné ovlivnéna plisobenim Cd, protoze vlivem toxicity kovu
doslo k vyznamnému sniZeni t€chto hodnot.

Samotné poméry F\/Fn pro Ch. comosum a C. fragrans klesly o 2.6 %, respektive 0 12.4 %, pii
nejvyssi koncentraci Cd v porovnani s variantou kontrolni. Tyto nase vysledky ukazuji, Ze nejvyssi
toxicka koncentrace Cd silngji postihla fotochemickou uc¢innost v C. fragrans, nez je tomu u Ch.
comosum. Bylo publikovano, Ze k poklesu hodnot F./Fm muize dochazet, pokud je reoxidace Qa
limitovana sniZzenim ¢&i ¢aste¢nou blokaci transportu elektronti z PSII do PST (Mallick and Mohn 2003;
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Ekmekei et al. 2008; Zhang et al. 2014). V naSem experimentu jsme ukazali, ze toxicita Cd
pravdépodobné zplsobila vaznéjsi oxidacni poskozeni, nicméné i pies to nedoslo k fatdlnimu omezeni
¢innosti PSII u obou rostlin, protoze viditelné poskozeni ¢i dokonce smrt rostlin nebyla pozorovéana ani
pfi nejtoxicté)si varianté. Tak jak jsme ukazali, Cd mize inhibovat aktivitu a potencial fotochemické
ucinnosti systému PSII, ktery hraje dalezitou roli v ovlivnéni vlastnosti rustu rostlin, ale specificky

ucinek pak izce zavisi na druhu rostliny.
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Obr. 21: Vliv uméle pfidaného Cd na fotochemickou téinnost fotosystému II (Fu/Fm) u listd rostlin
Chlorophytum comosum a Callisia fragrans. Rostliny byly péstované na uméle kontaminovanych
pudach se 3 rozdilnymi koncentracemi Cd a doprovodnym aniontem CI. Chybové usecky predstavuji
pruméry £ SE (n = 20). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05)

signifikantne odlisné.

7.2.3 Vliv kadmia na intenzitu antioxida¢ni aktivity

Je jiz pomérné dobte znamo, ze v dusledku toxicity Cd, dochazi v rostlinach ke tvorbé ROS,
coz nasledné vede k oxidacnimu stresu (MalcCovska et al. 2014). Timto procesem je aktivovana kaskada
antioxidaéni obranych reakci, ktera slouzi jako adapta¢ni odpovéd’ (Zhang et al. 2014). Velmi Casto a
béZné pouzivanou metodou pro stanoveni AOC je test AOC ekvivalentu Troloxu (TEAC). Tento test
ukazal schopnost rizného rostlinného materialu k vychytavani ABTS™ radikala (van den Berg et al.
1999). V nasi studii jsme méfili AOC metanolovych extraktid z Ch. comosum a C. fragrans. Ty byly
méteny s pouzitim TEAC testu a vysledky byly vypocteny jako aktivita ABTS™ zachycovacéu radikal
(%). Ptehled vysledkl je uveden na obr. 22. NaSe vysledky prokazaly vylepSeni téchto hodnot v
kotfenech a vyhoncich pokusnych rostlin. Zvlast¢ pak reakce v kotenech, prvniho organu, ktery ma v
pude kontakt s Cd, je silné posilena intenzivnéjsi koncentraci tohoto kovu. V nasem experimentu doslo
u vysoké koncentrace Cd (320 mg.kg™), k mnohem vyrazn&jsimu zvyseni aktivity AOC v kofenech u
Ch. comosum nez v C. fragrans vzhledem ke kontrolam. AOC se vyznamné zvySovala s rostouci

koncentraci Cd. AOC pro Ch. comosum a C. fragrans vzrostla o0 42.6 %, respektive 0 9.9 %, ve srovnani
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s kontrolnimi hodnotami. Ve vyhoncich pak také 1épe reagoval Ch. comosum nez C. fragrans. V piipadé
C. fragrans nebyl u vyhonki sledovan zadny zjevny nartistu AOC v zavislosti na Cd. Ve vyhoncich Ch.
comosum vedla aplikace Cd k mirnému zvyseni AOC, nicméné, mezi jednotlivymi koncentracemi Cd
jiz nebyly podstatné rozdily. AOC pro Ch. comosum vzrostla 0 13.8 %, ve srovnani s kontrolami.
Podobné zvyseni antioxidacni urovné, nebo vysokd AOC muize zabranit oxida¢nimu poskozeni a zlepsit
toleranci rostlin vii¢i oxidacnimu stresu (Ekmekgi et al. 2008). V nasem ptipadé¢ se hodnoty AOC lisily
u rtznych druhd a rtznych pletiv. Ch. comosum ma lepsi adaptaci antioxida¢ni obrany i pro vysoce
toxické urovné Cd a tato aktivita je vyrazné posilena v kofenech v porovnani s vyhonky. Pfiznivé
hodnoty AOC ziskané z testu TEAC v nasem piipadé znamenaji, Ze antioxidanty obsazené v této rostliné
jsou schopny vychytavat volné radikaly (ABTS™). Nicméné je ziejmé, ze zmény v antioxidaéni
masinérii mohou zaviset na rostlinném druhu, véku, a délce trvani plsobeni stresoru ¢i na celkovych
experimentalnich podminkach (Ekmekgi et al. 2008). NaSe vysledky ukazuji, Ze tolerance rostlin vici
Cd velmi dobfe koreluje s fotosyntetickou u€innosti a ¢innosti antioxidacniho systému. Prave tyto body
jsou dilezité k udrzeni vysoké tirovné antioxidacniho obranného systému a toleranci fotosyntetickych
systému rostliny, coz jim umoziiuje prezit stres Cd. Z nami ziskanych hodnot AOC a F\/Fn , je patrné,
ze Ch. comosum je mnohem vice rezistentni na ptusobeni Cd nez C. fragrans. Tyto rozdily by mohly
vyplyvat z riznych antioxida¢nich mechanismi a antioxidantl, které obsahuji, coz je jist€ smér, ktery

stoji za to byt dale zkouman.
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Obr. 22: Vliv uméle pfidaného Cd na hodnoty antioxidaéni kapacity (ABTS™ radical scavenging
activity) v % u rostlin Chlorophytum comosum a Callisia fragrans. Rostliny byly péstované na uméle
kontaminovanych ptidach se 3 rozdilnymi koncentracemi Cd a doprovodnym aniontem Cl". 1-kofeny,
2-vyhonky. Chybové isecky predstavuji priméry + SE (n = 4). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym

pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisné.

7.2.4 Translokace kadmia a jeho obsah v jednotlivych ¢astech rostlin

vvvvvv

fytoextrakci. Jeji Gspéch tkvi nejen ve vysoké toleranci vici koviim, coz bylo uvedeno a diskutovano
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vyse, ale zejména na pfijmu a translokaci velkého mnoZstvi kovii z kontaminovaného ptidniho prostiedi
do nadzemnich pletiv. V naSem nadobovém experimentu méla zvysujici se koncentrace Cd v pudé,
vyrazny pozitivni vliv na akumulaci Cd v pletivech Ch. comosum i C. fragrans, coz je prehledné
znazornéno na obr. 23. Tato zvySena akumulace Cd byla ziejma a patrna pro oba druhy a to ve vSech
jejich castech. Distribuce Cd v riznych organech obou rostlin méla nasledujici pofadi: kofeny >
vyhonky > §lahouny. I pfes vysoké koncentrace Cd v nadzemnich ¢astech, ziistavalo stale nejvice kovu
v kofenech. Tento fakt by mohl byt potencialni ptrekdzku v pouziti obou druhli pro piipadné
fytoremediace, jelikoz sklizen podzemnich ¢asti mize byt za urcitych podminek pomérné obtizna. Oba
druhy se nicméné v tomto ohledu chovaji velmi podobné. Mirny rozdil se projevuje pouze pii nejvyssi

koncentraci Cd, kde C. fragrans dosahuje jesté lepsi akumulaéni schopnosti nez Ch. comosum.
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Obr. 23: Obsah kadmia (mg.kg?) v Chlorophytum comosum a Callisia fragrans. Rostliny byly
péstované na uméle kontaminovanych pidach se 3 rozdilnymi koncentracemi Cd a doprovodnym
aniontem CI-. 1-kofeny, 2-vyhonky, 3-§lahouny. Chybové iisecky piedstavuji priiméry = SE (n = 4). Hodnoty

ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisné.

Je znamo, ze pro spravné fungujici remediaci kovt, je dilezité pochopit detailni akumulaci a
distribuci HM v rostlinach (Wang et al. 2011b). Dulezité indexy tykajici se distribuce Cd v nasem
experimentu jsou uvedeny v tab. 3 (Ch. comosum) a v tab. 4 (C. fragrans). Z téchto tabulek mizeme

vidét, ze dochazi k narastu koncentraci Cd v kofenech a nadzemnich ¢astech se zvySujicim se nartstem
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Cd v pudé. Zaroven jsou, v piipadé C. fragrans, vSechny varianty v koncentra¢nim gradientu Cd od sebe
vyznamné odlisné. Avsak v piipadé Ch. comosum, neexistuje zadny statisticky rozdil mezi koncentraci
Cd 160 a 320 mg.kg?. Vysvétlenim by mohla byt jiz t&€sné blizkost akumulaéni limitu pro Cd u této
rostliny. Obsah Cd u Ch. comosum pfi nejvyssi davce kovu (320 mg.kg? Cd) dosahl v kofenech,
respektive nadzemnich ¢astech hodnot 1331 a 1054 mg. kg™, a v piipadé C. fragrans to bylo 1427 a 1263
mg.kg?, coz jsou hodnoty pomérné blizké urovni hyperakumulatord. Transport a distribuci HM v
rostlinach odrazi translokac¢ni faktor (TF) a schopnost akumulace rostliny odrazi tzv. bioakumula¢ni
koeficient (BC) (Wang et al. 2011b; Hammami et al. 2016). Tito autofi zjistili zvySeni BC u nizsich
koncentraci Cd v piidé (az 50 mg.kg™), a sniZzeni BC pii vy$si koncentracich Cd. V nasi tabulce mizeme
vidét pouze pokles BC u Ch. comosum, kde byly hodnoty nizsi nez u kontrolni skupiny, protoze nase
koncentrace Cd byla jest¢ mnohem vyssi. V C. fragrans byla situace velmi podobna. Pouze pii nejnizsi
koncentraci Cd v kotenech a $lahounech doslo k nartstu hodnot oproti kontrolni skupiné. Tento nardst
v BC se odrazil také i v mnozstvi nahromadéného Cd, které dosahlo v C. fragrans pii koncentraci 40
mg.kg? 0 33.7 % vyssich hodnot nez u Ch. comosum, coz byl nejvétsi rozdil mezi rostlinami napiic
vSemi ¢astmi rostlin. Translokacni faktory u riiznych koncentraci Cd byly vzdy v rozmezi 0.62 —0.79 v
ptipadé Ch. comosum, respektive 0.62 — 0.89 v ptipadé C. fragrans. Tyto hodnoty vykazovaly, v
zavislosti na mnozstvi Cd v pidé, stale rostouci trend. To ukazuje, Ze obé€ rostliny maji velky akumula¢ni
potencial, a Ze jsou schopné transportovat velké mnozstvi absorbovaného Cd do svych nadzemnich ¢asti.
Lze tedy ptedpokladat ptfitomnost pomérné dobrych transportnich mechanismi, coz podobné popisuje i
Wang et al. (2011) pti nizkych koncentracich Cd u Ch. comosum. Autofi piedpokladaji, ze mnozstvi Cd
transportovaného do nadzemnich Casti klesa v ptipadé vyssiho stresu Cd (tedy jeho vyssi koncetrace),
S cilem zabezpecit normalni rtst rostliny. Na zakladé naSich vysledkl, vSechny tyto zminéné
charakteristiky silné naznacuji, ze Ch. comosum a C. fragrans mohou byt velmi cenénymi druhy pro
dalsi vyzkumy v oblasti ptipadnych fytoremediaci. OvS§em k tomuto potvrzeni jsou jisté nutné dalsi,

ptevazné pak polni, experimenty ptimo na Cd-kontaminovanych ptadach.
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Tab. 3: Koncentrace a distribuce Cd v Chlorophytum comosum

Varianta Koncentrace v Koncentrace ve Koncentrace ve BC* TF
kofenech (mg.kg?) vyhoncich (mg.kg?) §lahounech (mg.kg™?) kofeny vyhonky Slahouny
Kontrola 2352 + 1.18 ¢! 40.28 + 827 ¢ 3784 £+ 742 ¢ 39.21 67.14 63.07
Cd40cCl 56455 + 18.08 b 351.70 + 3097 b 31244 + 66.11 b 14.11 8.79 7.81 0.623
Cdi60Cl  1218.08 + 37.15 a 926.59 + 84.19 a 803.18 + 27.69 a 7.61 5,79 5.02 0.761
Cd320CI 133171 + 4040 a 1054.27 + 82.06 a 84271 + 5197 a 4.16 329 2.63 0.792

Tab. 4: Koncentrace a distribuce Cd v Callisia fragrans

Varianta Koncentrace v Koncentrace ve Koncentrace ve BC® TF
kotfenech (mg.kg?) vyhoncich (mg.kg?) §lahounech (mg.kg?) kofeny vyhonky Slahouny
Kontrola 10.76 + 0.96 d* 7456 + 2478 d 403 + 081 d 17.93 12427 6.72
Cd4ocCl 850.67 + 29.21 ¢ 52426 + 25.36 ¢ 385.65 + 12.74 c 21.27 13.11 9.64 0,616
Cd160ClI  1218.31 + 38.60 b 1038.87 + 2498 b 728.80 + 2593 b 7.61 6.49 4.55 0,853
Cd320CI 142749 + 5956 a 1263.30 + 87.07 a 1049.21 + 34.90 a 4.46 3.95 3.28 0,885

Y Hodnoty predstavuji priiméry = SE (n = 4). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odlisné.
2BC bioakumulacni koeficient (koncentrace HM v rostliné | koncentrace HM v piidé)

3 TF translokacni faktor (koncentrace HM v nadzemni éasti | koncentrace HM v koienech)
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7.2.5 Obsah kyseliny salicylové v zavislosti na kontaminaci kadmiem

SA miize byt pouzita jako transduktor signalu béhem stresovych podminek, a to zejména pokud
je na ochranu rostliny zapojeno mnoho obrannych mechanismti ¢i antioxidacnich zmén (Horvath et al.
2007; Szalai et al. 2013; Ducaiova et al. 2013). V tomto experimentu probihalo méteni zv1ast’ pro koteny
a nadzemni ¢asti rostlin a tyto vysledky jsou shrnuty na obr. 24. Z obrazku je patrné, ze vyssi hodnoty
SA byly nalezeny v kofenech, kde se ostatné¢ nahromadila vétsi ¢ast pfijatého Cd. Na druhou stranu,
Kovécs et al. (2014) naopak nalezli zvySené hladiny SA v listech, a tvrdi, Ze to mize byt v disledku
tvorby jejich prekurzorti v kofenech a jejich néslednou piepravou do listd, kde jsou zapojeny do
metabolismu HM. I z tohoto hlediska je jasné, Ze signalni a obranny mechanismus SA, se mtize lisit na
ruznych trovnich, tedy v listech a kofenech. Zjistili jsme, Ze pfiblizn€ o 67 % vice volné SA bylo
identifikovano u Ch. comosum v porovnani s C. fragrans u kontrolnich variant. Tim je logicky dan i
fakt, ze narust hodnot po piidani Cd, je mnohem vyssi v C. fragrans — oproti kontrole je to 0 74.5 %
vice pfi nejnizsi koncentraci Cd. Nicméné jsme také zaznamenali, ze dochazi k nartustu hodnot volné
SA v kofenech u obou druhti rostlin pfi koncentracich 40 a 160 mg.kg™? Cd, ve srovnani s kontrolou.
Naopak nejvyssi koncentrace Cd méla za nasledek snizeni hodnot volné SA, pricemz tyto hodnoty
odpovidaji mnozstvim u kontrolnich variant. Divodem muZze byt navazani této latky na Cd ionty.
Rostlina inaktivuje tyto ionty pravé timto zplisobem, aby tak ochranila dalsi dilezité molekuly pred
toxickym ucinkem. V ptipadé vyhonki, pak nebyl nalezen zadny rozdil u Ch. comosum mezi kontrolou
a variantami s ptidavkem Cd. C. fragrans pak vykazuje zvySeni hodnot volné SA pii nejvyssich
koncentracich Cd. Nicméné, tyto hodnoty jsou podstatné nizsi nez v ptipadé kofend. Z toho miizeme
vyvodit, ze obranna funkce SA je aktivovana u téchto druht rostlin pfevazné v kofenovém systému,
ktery je prvnim organem piichazejicim do kontaktu s Cd v puidé. Nase zjisténi naznacuji, Ze SA mize
chranit buiiky pfed Cd-indukovanym oxida¢nim poskozenim. S timto tvrzeni ostatné¢ souhlasi i
publikace autort Szalai et al. (2013). Obdobnou ochranou funkci pozorovali i Ducaiova et al. (2013),
predevsim pak ve stimula¢nim ti¢inku na biosyntézu obrannych latek. Inaktivaci v kofenech rostlin mize
rostlina znacné ochranit diilezité fotosynteticky aktivni nadzemni ¢asti, které jsou obecné citlivejsi na
pusobeni HM. Horvath et al. (2007) tvrdi, Ze mtize pisobit pfimo jako pfedem vytvoreny antioxidant k
vazani ROS a/nebo nepiimo ménit rovnovahu v redoxni aktivaci antioxida¢ni odpovédi. Ackoli se obé
rostliny v nasem experimentu chovali v tomto ohledu podobné, zasady, jak je tato endogenni signalni
molekula v rostlinach syntetizovana a regulovana v reakcich na stres, zlistava stale otevienou otazkou,
jak shrnuji i Kovacs et al. (2014) v ptipadé kulturnich plodin. Nicméné¢, ukazali jsme, Ze tolerance vici
Cd u naSich pokusnych rostlin by mohla byt vysvétlena zmé€nami v kofenech, a to velkou indukci

syntézy SA a zménami v ¢innosti AOC.
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Obr. 24: Vliv uméle pridaného Cd na obsah kyseliny salicylové (ug.g?) u rostlin Chlorophytum
comosum a Callisia fragrans. Rostliny byly péstované na uméle kontaminovanych padach se 3
rozdilnymi koncentracemi Cd a doprovodnym aniontem CI'. 1-kotfeny, 2-vyhonky. Chybové iisecky

predstavuji priumery = SE (n = 4). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu

(P < 0.05) signifikantné odlisné.

7.2.6  Obsah organickych kyselin ve vztahu k bioakumulaci kadmia

V nasem experimentu jsme zkoumali vliv Cd na obsah tfi organickych kyselin, jmenovité AsA,
CA and FuA. Stanovené hodnoty téchto kyselin ve vyhoncich a §lahounech jsou uvedeny na obr. 25.
Oba druhy rostlin vytvareji §lahouny s malymi rostlinkami, které pfedstavuji nejmladsi c¢asti rostlin s
moznosti reprodukce. Zkoumali jsme, zda kombinace kovu a organické kyseliny mohou existovat jiz i
na této urovni. AsA se hromadila ve vy$§im mnozstvi u C. fragrans, kde byl jeji obsah nasledn¢ snizen
az 0 46 % pri nejvyssi koncentraci Cd. V Ch. comosum nebylo mnozstvi AsA vyznamné ovlivnéno
mnozstvim Cd a ve srovnani s C. fragrans byly zde nalezené hodnoty obecné velmi nizké. Ve
Slahounech nebyl dopad Cd na akumulaci AsA u obou druht patrny. Akumulace CA byla ovlivnéna u
vyhonki Ch. comosum pii nejniz§i koncentraci Cd, a vykazovala klesajici tendenci s rostoucimi
koncentracemi Cd. Prokazatelné vyS$si koncentrace byly nalezeny ve §lahounech tohoto rostlinného
druhu a akumulaéni trend byl podobny. Diivodem muze byt vazba této latky na Cd ionty, pfi¢emz se
tento mechanismus vice zapojuje u mladsich ¢asti rostlin Ch. comosum. Rovnéz bychom na zakladé
toho mohli pfedpokladat, ze CA se miize ucastnit chelatace s Cd a ptisobit jako nosi¢ pro transport Cd z
vyhonki do §lahounti. Obdobné spojeni totiZ pozorovali Chai et al. (2012) v pfipadé kyseliny §tavelové
a jejiho transportu z podzemi do nadzemni ¢asti rostlin. Irtelli and Navari-1zzo (2006) pozorovali narust
mnozstvi organickych kyselin pfi ptidavku Cd, coz je mimo jiné dikaz pro Cd-zprostiedkovanou
indukci metabolické cesty, ktera vede k syntéze organickych kyselin, jez hraji roli v imobilizaci a
detoxikaci kovu. V C. fragrans byla koncentrace CA snizena tim, ze doslo k nartistu mnozstvi ptijatého
Cd do nadzemni ¢asti. Pti nejvyssi koncentraci Cd bylo mnozstvi CA asi o 55 % niz§i ve srovnani s
kontrolou. Ve Slahounech se mnozstvi CA zvySovalo s vyssi koncentraci Cd. Nejmen$i mnozstvi a

citlivost vi¢i Cd byla pozorovana v nasem pokuse v pfipadé FuA. Ve vyhoncich a §lahounech nebyly
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pozorovany prakticky zadné rozdily v koncentraci FuA v zavislosti na koncentraci Cd, a to u obou
rostlinnych druhti. Pouze ve vyhoncich Ch. comosum se mnozstvi FuA vyznamné zvysilo s nejnizsi
koncentraci Cd. | v dalsich obdobnych experimentech byla FuA nejméné citlivou a detekovanou
organickou kyselinou (Chai et al. 2012). Néktefi autofi naznacuji, ze pti detoxikaci kovu pomoci vazby
polutantu na organické kyseliny, je dulezita vakuolarni sekvestrace, ¢imz dochazi k dostatecné ochrané
dalsich dulezitych latek (Irtelli and Navari-1zzo 2006; Sun et al. 2010). Nicmén¢ v nasem experimentu
jsme ukazali, Ze vysoké hladiny organickych kyselin nejsou samy o sobé hlavnim divodem pro
hyperakumulaci a hypertoleranci vi¢i Cd. Podobné take Callahan et al. (2006) pozorovali nizkou
asociacni konstantou organickych kyselin a kovt. Tito autofi také argumentuji proti roli organickych
kyselin v mechanismu hyperakumulace (naptiklad v ptipadé dalkového transportu), a to navzdory jejich
konstitutivné zvysenych koncentracich v hyperakumulatorech. Mozné i pravé proto jsou dalsi studie
V tomto ohledu stale nezbytné, zejména ve sméru urceni akumulacnich forem Cd a mobilni distribuce v

téchto hyperakumulacnich druzich rostlin.
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Obr. 25: Vliv uméle ptidaného Cd na obsah organickych kyselin (pg.g™) u rostlin Chlorophytum
comosum a Callisia fragrans. Rostliny byly péstované na uméle kontaminovanych padach se 3
rozdilnymi koncentracemi Cd a doprovodnym aniontem CI. AsA-kyselina askorbova, CA-kyselina
citrobnova, FUA-kyselina fumarova. 1-vyhonky, 2-8lahouny. Chybové usecky predstavuji priiméry + SE (n =
4). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejuym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantne

odlisne.
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7.3 Experiment s radionuklidy ®Zn and *°Cd

7.3.1 Viditelné projevy toxicity kadmia (pSenice a fazole)

Viditelné ptiznaky toxicity HM byly pozorovany v prib&hu tohoto experimentu u obou druhti
rostlin. Listové chlordzy byly patrné jiZ tfeti den po znaceni radionuklidy, a to pfedevs§im u varianty 2Cd
a rostlin fazolu. Zminéné ptiznaky nabyvaly v pribéhu ¢asu na intenzité a nakonec vedly k masivnimu
Zloutnuti listd. Listy rostlin u varianty 2Cd byly také vyrazné mensi a jejich starnuti ¢i degradace byly
rychlejsi, nez u kontrolnich rostlin. Toto poskozeni bylo pozorovano jak u primarnich listu, tak i prvnich
troj¢etnych listd. Kromé toho, u rostlin fazolu, bylo téZ pozorovano ztmavnuti a zhnédnuti kolem
listovych zilek. Nékteré listy dokonce odumiely do 12 dni od znaceni nuklidy. VSechny tyto viditelné
ptiznaky toxicity Cd u rostlin fazolu jsou uvedeny na obr. 26. Viditelné pfiznaky toxicity HM zde byly
zietelngjsi v piipadé Cd, oproti Zn. Nebyly zjistény zadné viditelné rozdily mezi kontrolou a variantou
20Zn u rostliny fazolu. Obecné v nasem experimentu platilo, ze viditelné ptiznaky byly u pSenice ménée
vyrazné nez u rostliny fazolu. U rostlin pSenice oSetfenych 20 uM Zn, byla pouze pozorovana o néco
mensi velikost rostlin, oproti ostatnim variantam. Tato varianta se také vyznacovala svétlejsi barvou
listh.

Podobné ptiznaky toxicity byly jiz diive popsany autory (Benabid and Ghorab 2013; Aldoobie
and Beltagi 2013; Tuma and Svojanovska 2015). V experimentu reagovaly listy na toxicitu Cd mnohem
rychleji nez ostatni ¢asti rostlin, a to zejména v pripade fazolu. Vyskyt listovych chlor6z nam i v tomto
pripad¢ naznacuje, Ze toxicky ucinek Cd se viditeln€ projevuje v téchto organech, a Ze listy jsou mnohem
vice citlivé na Cd, neZ ostatni ¢asti rostlin fazole. Kromé toho jsme u listd fazole pozorovali i tmavnuti
a hnédnuti okolo listovych Zilek. To je v souladu s Page et al. (2006), ktefi pozorovali celkové malé
mnoZstvi 1®®Cd ve viech ¢astech listil, ale naopak velmi vysoké mnozZstvi tohoto prvku pak lokalizovali
v hlavnich listovych zilkéch. Je také dokumentovano, ze mezi obecné ptiznaky prebytku Zn patii listové
chlorézy, hnédnuti kotfene, zakrnéni vyhonkt, krouceni a rolovani mladych listl, smrt listi a celkové
snizeni obsahu chlorofylu (Rout and Das 2009; Tuma and Svojanovska 2015). V naSem experimentu
vsak byla reakce obou druhti k pfidanému Zn odlisna. V pfipad¢€ rostlin pSenice jsme pozorovali jen

jemné zesvétlent listh.
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Obr. 26: Vliv ptidaného Cd na viditelné projevy toxicity kovu u reprezentativnich zastupci listd rostlin

fazole (Phaseolus vulgaris L.), za jednotliva ¢asova obdobi po znacéeni radionuklidy.

7.3.2 Zmény mnoZstvi susiny v zavislosti na ptisobeni kadmia

Toxicita HM je jesté vice patrna, pokud se podivime na zmény v hodnotach suSiny (DM).
Zmény v DM vztaZzené na jednotlivé ¢asti rostlin pti vystaveni zvySené koncentraci Cd nebo Zn v
zivném roztoku jsou, pro oba druhy rostlin, shrnuty na obr. 27. Pfidavek HM do Zivného média ma za
nasledek snizeni DM u nékolika variant listl. Je zajimavé a dtlezité si povSimnout, ze piidavek Cd do
zivného média zpisobil u rostlin fazole mnohem siln€jsi pokles v DM (zejména u 1. trojCetnych listl),
nez ptidavek Zn, zatimco u psenice byl pfidavek Zn v tomto ohledu daleko u¢innéjsi nez Cd (zvlasté v
listech 2, 3 a 4). Negativni 0i¢inky na mnozstvi DM byly detekovatelné jiz po 6 dnech od znaceni a
maximalni projev nastal po 12 dnech.

Snizeni celkového vzriistu rostlin a redukce v produkci biomasy je povazovan za prvni projev
toxicity Cd, tak jak publikovali napt. Ekmekgi et al. (2008). Vzhledem k tomu, Ze pfiznaky toxicity se
mohou objevit az béhem riznych vyvojovych stadii (Sarwar et al. 2010), byly pro nas experiment

zvoleny rizné ¢asové obdobi sklizn€ po znaceni s radionuklidy. I v naSem pokuse, byl tento negativni
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efekt detekovatelny az po delsi dob&. Kolbert et al. (2012) argumentuji, Ze rostliny za stresovych
podminek vyuZzivaji vétSinu svych prostredkii na aktivaci a zlepSeni svych detoxika¢nich mechanismi,
spiSe neZ na rast a vyvoj. Na druhou stranu, v naSem piipad¢ nebyl tento fakt pro rostlinky pSenice pfilis
patrny. Zde bylo snizeni produkce DM zpiisobeno pouze pfidavkem Zn. Je znamo, Ze Zn patii mezi
zakladni ziviny, nutné pro rust rostlin. OvSem i on je pii vySsich koncentracich zna¢né toxicky. Vysoce
fytotoxicky mize byt, zejména pokud je akumulovan ve vét§i mife rostlinami v jejich Casné fazi vyvoje
(Rout and Das 2009). Tato vlastnost fytotoxického ucinku Zn je dobfe zdokumentovana u mnoha
rostlinnych druhti a je obvykle reprezentovana pravé inhibici rastu (Vaillant et al. 2005; Tuma and
Svojanovska 2015).
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Obr. 27: Zmény v hodnotach susiny u jednotlivych ¢asti rostlin fazole (Phaseolus vulgaris L.) a pSenice
(Triticum aestivum L.) béhem zvysené expozice Cd nebo Zn v zivném médiu. Trojcetné listy fazole jsou
¢islovany od nejstarsiho (Trifoliate1) k nejmladsimu (Trifoliate 4) a listy pSenice jsou Cislovany pocinaje
nejstarSim listem. Hodnoty piedstavuji priiméry = SE (n = 4). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem,

patrict ke stejnému datu sklizné a stejné casti rostliny se nijak vyrazné nelisi na urovni P <0,05.

7.3.3 Transport radionuklidi %Zn and °Cd z koFene do nadzemni &asti

Rozdily v u¢inku obou HM na hodnoty DM a rozdilna fyziologicka aktivita u rostlin fazole a
pSenice mohou byt zptisobeny druhové specifickou translokaci z kofenti do nadzemnich ¢asti rostlin.
Tento transport z kofene do nadzemnich &asti pro radionuklidy ®Zn and °Cd je znazornén na obr 28.

Tento obrazek jasné ukazuje, Ze u %Zn dochazi k rychlej§imu transportu z kofenti do nadzemnich &asti
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nez 1%°Cd, a to shodné& pro oba rostlinné druhy. Tento pfenos je vak mnohem G¢inné&jsi u pSenice, nez u
fazoli. Cd bylo silné akumulovano v kofenech (okolo 90 % u fazole a kolem 60 % u pSenice). Rizné
varianty experimentu mély vyznamny vliv pfedev§im na obsah ®Zn a to u rostlin fazole. Rychlejsi
translokace %Zn, ve srovnani s '®Cd, a to z kofenti do nadzemnich &asti u obou druhii, mize byt
zpusobena riiznymi mechanismy pienosu, které jsou patrné 0¢inngjs$i u pSenice, nez u fazole. Podle
Sarwar et al. (2010), toxicita Cd nejenze snizuje produkci rostlinné biomasy, ale zaroven také muze
zvysit presun Cd do nadzemnich ¢asti. Podobné Ekmekgi et al. (2008) navrhli, Ze nedostatek pottebné
energie pro sekvestraci Cd v kofenech mize byt také odpovédno za jeho naslednou nadlimitni
translokaci z kofenti do nadzemnich c¢asti. Mizeme tedy predpokladat, Ze psSenice a fazole maji rizné
translokacni procesy, jako je napf. transport Cd z parenchymalnich bunék do xylémového systému, nebo
jeho vstup a vystup z lyka. DalSim vysvétlenim je fakt, ze Cd byva jiz na Grovni kotfene rozpoznano jako
toxicka sloucenina, a to jak u pSenice, tak fazole, coz vede k aktivaci obrannych mechanism, jako je
sekvestrace do vakuol ¢i buné¢nych stén (Tudoreanu and Phillips 2004; Page and Feller 2005; Page et
al. 2006; Sanaeiostovar et al. 2011). Diivodem pro tuto silnou retenci *®°Cd v kofenech miize byt i
zapojeni obrannych mechanismt jiz na povrchu kotene a v kofenovém apoplastu, jejichz ¢innost vede
k pfechodu kovu do nerozpustné formy. | kompartmentace v kofenovych pletivech mize piispét k tomu,
aby se zabranilo uvoliiovani HM do xylému (Page and Feller 2015). Obecné vsak plati, ze kofeny
akumuluji nejvyssi procento piijatého Cd v porovnani s jinymi rostlinnych pletivy (Arao and Ishikawa
2006; Page et al. 2006; Sanaeiostovar et al. 2011; Tuma et al. 2014). Vzdy je to ale zavislé na druhu
rostliny a uéinnosti kotenovych detoxika¢nich mechanismti (Benabid and Ghorab 2013). Dynamika
pohybu Cd v plodinach je relevantni pro vstup do potravinového fetézce a zavisi na rtznych
fyziologickych procesech véetné produkce komplex s organickymi kyselinami, fytochelatiny a
nicotianaminy, jez vystupuji jako ligandy (Tudoreanu and Phillips 2004; Sanaeiostovar et al. 2011; Page
and Feller 2015).
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Obr. 28: Obsah %2Zn a 1Cd v celych rostlinach a vyhoncich fazole (Phaseolus vulgaris L.) a p3enice
(Triticum aestivum L.) béhem zvySené expozice Cd nebo Zn v zivném médiu. Hodnoty piedstavuji
prumery = SE (n = 4). Sloupce se stejnym pismenem ve stejném tripletu nejsou vyznamné odlisné pri P <0,05

urovni.

7.3.4 Relativni obsahy radionuklidi °Zn and ®°Cd v riiznych intervalech odbéru

Po translokaci z kofenti do vyhonku je dulezité vyhodnotit naslednou redistribuci prvki v ramci
nadzemnich &4sti rostlin. Relativni obsah %Zn a 1°Cd v riiznych ¢astech rostlin a v riiznych ¢asovych
intervalech je uveden na obr. 29 (fazole) a obr. 30 (pSenice). Obr. 27 znazorfiuje, Ze zvySena hladina Zn
(ale nikoliv zvysena hladina Cd) v médiu, negativné ovlivituje transfer Zn z kotene do vyhonkii rostlinek
fazolu (viz. dny 6 a 12). Kromé toho bylo také ovlivnéno pierozdéleni prvku z primarnich listi do
nejmladsich trojéetnych listd. Piiblizné 40 — 70 % ®°Zn bylo akumulovano v kofenech. Rozdily v retenci
v kofenovém systému jsou mezi *Zn a 1®Cd rovnéz ziejmé. Piiblizné 90 % °Cd setrvalo v kofenech
fazole nezavisle na pouZité variant¢ experimentu ¢i ¢ase sklizné.

Obr. 29 ukazuje, ze zvySena hladina Zn v médiu negativné ovlivnila i transfer Zn z kotene do
vyhonki rostlinek pSenice (viz dny 6 a 12). Kromé toho bylo také ovlivnéno pierozdéleni z listt €.1 a
¢.2 do nejmladsich listi. Pfiblizn& 30 — 50 % ®Zn bylo zjisténo v kofenech. Pfesto doslo k pohybu

velkého mnozstvi %Zn smérem do listi, pfedevsim pfi jejich postupném vyvoji. Radionuklid ®°Cd byl

69



Vv

Zvysena hladina Cd v médiu pozitivné ovlivnila ptenos prvku z kotene do vyhonk rostlinek pSenice
(viz dny 3 a 6). Radionuklid *°Cd byl v pSenici mnohem rychleji translokovan z kofent do vyvijejicich
se listd nez pfipadé fazole. 1°®Cd s mnohem mensi efektivitou vstupoval do lyka a nasledné piepravovan
ze starsich do mladsich listd rostlin pSenice v porovnani s °Zn.

Negativni vliv zvySené hladiny Zn v médiu na pienos prvku z kotene do vyhonkt u rostlin fazole
a negativni vliv zvySené hladiny Cd v médiu na pfenos prvku z kofene do vyhonkli pSenice mize byt
spojen s detoxika¢nimi mechanismy v kotenech. Hassan et al. (2005) popsali, Ze Zn mtize minimalizovat
akumulaci Cd v rostlinach. Rovnéz kotfenovy pfijem, distribuce a nasledna akumulace Zn a Cd v
rostlinnych pletivech, se mize vyrazné lisit v zavislosti na genotypu plodin, a to nejen na urovni druhti
(Arao and Ishikawa 2006; Li and Zhou 2012). Nicméng, s postupnym starnutim listi dochazi ke snizeni
obsahu %Zn v listech pSenice. S timto zjisténim koresponduji i vysledky Page et al. (2006). Jak jiz bylo
diive zjisténo autory Page and Feller (2015), HM jsou transportovany transpira¢nim proudem do
vyhonkii a hromadi se predevsim ve fotosynteticky aktivnich (transpirujicich) listech, a to hlavné v
situacich, kdy nedochazi jest¢ k nasledné redistribuci. Export z téchto listG prostfednictvim lyka
umoziuje prerozdéleni kovli ze starnoucich listt do mist jejich metabolismu ¢i ulozeni (sink), ale dalsi
moznosti je také transfer do lyka jesté predtim nez xylémova miza dosdhne mezofylovych bunck v
listech pomoci p¥imého transferu z xylému do lyka v oblasti cévnich svazkt (Riesen and Feller 2005;
Page and Feller 2015). Takovyto selektivni pfenos mize nasledné zpusobit riznorodost v modelech

distribuce pro rizné HM, a to pfedevsim b&hem a po transportu z kofent do vyhonki.
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¢islovany od nejstarsiho (Trifoliate 1) po nejmladsi (Trifoliate 4). Hodnoty piedstavuji priiméry + SE (n =
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Obr. 30: Relativni obsahy %Zn a ®°Cd (v % z celkového obsahu v rostling) v rliznych ¢asti rostlin
pSenice (Triticum aestivum L.) pfi vystaveni zvySené hladiné Cd nebo Zn v Zivném médiu. Trojéetné

listy jsou ¢islovany od nejstar$iho (Trifoliate 1) po nejmladsi (Trifoliate 4). Hodnoty predstavuji priméry
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7.4  Experimenty s rostlinami Arabidopsis a jejich genotypy

7.4.1 Vliv kadmia na rust riznych genotypi

Uméle pfidané Cd do zivného média mélo za nasledek vyrazné ovlivnéni jak raného ristu
rostlinek Arabidopsis, tak jejich nasledného vyvoje. Viditelny rozdil mezi kontrolnimi variantami a
obéma koncentracemi Cd - 10uM a 50uM je patrny z obr. 31. Kromé genotypu WS, ktery je na prvni
pohled tim nejvice odolnym, zaznamenaly vSechny ostatni genotypy vyraznou rustovou retardaci a
prokazatelné pfiznaky fytotoxicity. Prokazatelné svétlejsi listové plochy byly patrné jiz pifi koncentraci
10uM Cd. Vyssi koncentrace, tedy 50uM Cd, se pak kromé& masivniho zesvétleni listd projevila i
podstatnym snizenim produkce biomasy az smrti jednotlivych rostlin. I v tomto ohledu byl nejvice
odolny genotyp WS, piestoze to z poctu piezivsich rostlinek po 14 dnech neni pfili§ patrné, jak udava
obr. 32. Piestoze kli¢eni nebylo prakticky ovlivnéno, nasledny vyvoj rostlinek jiz Cd inhibovalo
markantng. Obecné je pravé kli¢ivost semen prvnim projevem toxicity Cd u semen (Shweta and Agrawal
2006; Siddhu and Ali Khan 2012). U ptezivsich rostlin je pak hojné dokumentovano celkové snizeni
rustu (Aldoobie and Beltagi 2013; Zemanova et al. 2015a). Podobné projevy jsou pak popsany i u druhu
Arabidopsis. Martinez-Pefialver et al. (2012) pozorovali nejen sniZzeni mnozstvi pigmentd a inhibici
fotosyntetické ucinnosti, ale rovnéz zvyseni H,O; v Zilkach listd. Autofi celkové odhalili u tohoto druhu
dobrou translokaci Cd do nadzemnich organi, coz piedpoklada vyskyt Uéinnych transportnich
mechanismtl. Ve svétle pfedchozich vysledkt v§ak mlizeme vidét fakt, ze k toxicité¢ Cd jsou mnohem
vice nachylné mladé rostliny, pfedevsim v jejich ¢asné fazi vyvoje, nez vyvinutéjsi a zralejsi exemplare.

1 kdyz i zde 1ze s uspéchem nalézt odolngjsi a tolerantnéjsi genotypy, a to i od jednoho druhu rostliny.
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Obr. 31: Vliv uméle pfidaného Cd (10uM a S0uM) na kli¢ivost a vyvoj jednotlivych genotypi rostlin
Arabidopsis. Kazdd varianta obsahovala celkem 32 semen. Snimky byly porizeny 14 dni po vyseti do agarového
média, ve dvou pripadech s pridavkem Cd. Zkratky Col-O; WS oznacuji jednotlivé genotypy. Zkratky ProT13;

ProT12 a ProTa s jsou oznacenim pro genotypy obsahujict riizné proteinové prenasece s velkou afinitou k prolinu.
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Obr. 32: Vliv uméle pfidaného Cd (10uM a 50uM) na tmrtnost jednotlivych genotypu rostlin
Arabidopsis. Kazdd varianta obsahovala celkem 32 semen. Cisla ukazuji pocet preziviich jedincii 14 dni po vyseti
do agarového média, ve dvou pripadech s pridavkem Cd. Zkratky Col-O; WS oznacuji jednotlivé genotypy. Zkratky

ProTy23; ProTiz a ProTas jsou oznacenim pro genotypy obsahujici riizné proteinové prenasece s velkou afinitou

k prolinu.

7.4.2 Obsah thiolovych sloucenin ve vztahu k bioakumulaci kadmia

Celkovy obsah ve vodé rozpustnych thiolt byl u jednotlivych genotypt rostlin Arabidopsis
zkoumdan ve 2 casovych intervalech a dvou koncentracich Cd. Situaci po 24 hodinach a koncentraci
100uM CdCl; . 2.5 H20 znazortiuje obr. 33 a situaci po 48 hodinach a koncentraci 200uM CdCl; . 2.5
H>O znazornuje obr. 34. V prvnim pfipad¢ zaznamenal zvySeni obsahu thiold po pfidani Cd pouze
genotyp WS, konkrétné o 29.6 % oproti kontrole. Ostatni genotypy nebyly v tomto ohledu vyznamnéji
ovlivnény, n¢které zaznamenaly dokonce mirny pokles. Odlisna situace vSak nastala po dvojnasobné
dobé a dvojnasobné koncentraci Cd. V tomto piipadé byl celkovy obsah ve vodé rozpustnych thioll
zvySen v ptipadé vSech genotypu, a to v priméru o 53.7 % oproti kontrole. Vyrazny nartust zaznamenaly
genotypy proT23 (0 79.6 % oproti kontrole) a proT123 (0 89.0 % oproti kontrole), tedy typy obsahujici
protein prenasece s velkou afinitou k prolinu. V nami pozorovanych genotypech by tak pfitomnost

tohoto proteinu mohla hrat zasadni roli, jak v dostupnosti thiolt, tak celkové odolnosti rostlin vii¢i Cd.
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Obr. 33: Celkovy obsah ve vodé rozpustnych thiolti (u mol/g FW), 24 hodin po expozici Cd (100uM
CdCl; . 2,5 H20) u jednotlivych genotypu rostlin Arabidopsis. Chybové iisecky predstavuji priiméry + SE (n
= 6). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikanmé odlisné.
Zkratky Col-O; WS oznacuji jednotlivé genotypy. Zkratky ProTi3; ProT1 2 jsou oznacenim pro genotypy obsahujict

riizné proteinové pienasece s velkou afinitou k prolinu.
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Obr. 34: Celkovy obsah ve vodé rozpustnych thiold (u mol/g FW), 48 hodin po expozici Cd (200uM
CdCl; . 2,5 H;0) u jednotlivych genotypt rostlin Arabidopsis. Chybové iisecky predstavuji prioméry + SE (n
= 6). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikaniné odlisné.
Zkratky Col-O; Col-O (Hajnalka); WS oznacuji jednotlivé genotypy. Zkratky ProTi,3; ProTi, a ProT.s jsou

oznacenim pro genotypy obsahujici riizné proteinové prenasece s velkou afinitou k prolinu.

Tyto rizné typy prolin transportéri zprostfedkovavaji transport prolinu, popt. glycinu a mohou
byt zapojeny do transportu téchto latek na dlouhé vzdalenosti, jakoz i do vstupu a vystupu z floému a
také do prenosu z xylému do floému. Akumulace velkého mnozstvi téchto osmolytt, pak muze byt
adaptivni odpovédi rostlin vystavenych stresovému ptisobeni (Haudecoeur et al. 2009; Yang et al. 2009).
Prolin se podili nejen na syntéze proteint, ale také udrzuje osmoticky nebo bunécny turgor, snizuje tnik
elektrolytu a stabilizaci membran chrani rostliny pied oxida¢nim stresem, tak ze snizuje koncentrace

ROS (Xu et al. 2008; Hayat et al. 2012). Drobné zmény v genové expresi nebo redoxnim stavu by tak
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mohli byt onim rozdilem mezi tolerantnimi a senzitivnimi genotypy ¢i druhy (Zagorchev et al. 2013).
Podobné zvyseni obsahu thiolovych sloucenin v Arabidopsis thaliana pozorovali i Babula et al. (2012),
u dalsich rostlinnych druhti pak napt. Tiryakioglu et al. (2006); Mishra et al. (2006a) a Mishra et al.
(2006b). Duivod tohoto zvyseni vidi autofi predevsim ve snizeni aktivity APS kindzy, ktera omezuje
dostupnost S pro biosyntézu sirnych sekundarnich metabolitti (Babula et al. 2012). Noctor et al. (1998)
a Mugford et al. (2011) ptidavaji, Ze nadmérna exprese enzymu APS reduktazy nema sice zadny vliv na
produkci glukosinolatd, ale vyrazné zvysuje tvorbu pravé thiolovych slouc¢enin. Chelatace kovli pomoci
thiolli, pak pfedstavuje dal$i potencionalni moznou strategii v obrannych bunéénych mechanismech.
Nicméng, je nutné rozliSovat indukovanou tvorbu thiolli bezprostfedné po vystaveni stresovému
pusobenti, tak jako v naSem experimentu, a ,,pozdni* zvySeni celkového obsahu thiold. To pak jiZ nelze
povaZzovat za nésledek obrannych mechanismu vii¢i Cd, ale spiSe za nasledek zvySené asimilace siranu,
jak doklada i Schiitzendiibel et al. (2001). Na druhou stranu, bylo také dolozeno, Ze vysoké koncentrace
thiolovych slou¢enin samy o sob& neochrani pted toxicitou Cd (Arisi et al. 2000). I zde je proto jisté na

misté uvazovat o soustavném zapojeni komplexni sit€¢ moznych obrannych mechanismi.

7.5 Porovnani a shrnuti vysledkii experimenti

7.5.1 Viditelné symptomy toxicity kadmia a jeho vliv na riist rostlin

Béhem experimentti dochéazelo k ovlivnéni produkce rostlinné biomasy, a to jak v pozitivnim,
tak negativnim sméru. Zatimco piidavek HM do Zivného média mel za nasledek snizeni hmotnosti u
mladych rostlin fazole a pSenice, u rostlin okurky, zptsobily vSechny varianty s ptidavkem Cd naopak
mirné zvyseni produkce. Vzhledem k tomu, Ze v druhém ptipad€ se jednalo jesté o vyssi davky Cd,
nabizi se hledat vysvétleni v riizném stéii a vyvoji rostlin, v kterém byl do jejich prostiedi pridin HM.
Zatimco rostliny fazole a pSenice byly davce Cd vystaveny jiz po 17 dnu od kli€eni, rostliny okurky
byly kontaminovany az po 35 dnech od vyseti. Jejich vyspélejsi habitus a celkové vEtsi mnozstvi
nadzemni hmoty, tak bylo schopné 1épe odolat efektu Cd. Naopak pouzitymi koncentracemi Cd, doslo
k zintenzivnéni ¢innosti metabolickych drah, jako vysledek snahy se vyrovnat s toxickym pisobenim
kovu. Vedlej$im projevem bylo pak mirné a kratkodobé zvySeni produkce biomasy. Tomuto tvrzeni
nahrava i fakt, ze v piipadé kli¢icich semen rostlin Arabidopsis byla masivné sniZena produkce biomasy,
coz vedlo az ke smrti jednotlivych rostlin. Rozdilny vliv mély v tomto ohledu i doprovodné anionty.
Zatimco doprovodny aniont CI, nijak vyznamné nekorespondoval s narlstajicim mnozstvim Cd, a
vSechny varianty s timto aniontem zaznamenaly v priméru o 30 % vyS$sich hodnot oproti kontrolni
variantg, aniont SO4> rezultoval v ivodni silny narGst (varianta Cd40S - v priméru o 50 % vice ve
srovnani s kontrolou), ktery pokracoval postupnym snizovanim produkce FW s naristajici koncentraci

Cd v zivném médiu. Doprovodny aniont se tak v tomto ohledu jevi jako jeden z dulezitych faktort. Tim
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dals§im, a neméné podstatnym, je pak samotny rostlinny druh. Zatimco v naSich experimentech,
zpusobilo Cd u rostlin fazole mnohem siln¢€jsi pokles v DM, nez ptidavek Zn. U rostlin pSenice to byl
naopak piidavek Zn, ktery zptsobil daleko siln&jsi pokles v DM, nez piidavek Cd. Naopak Ch. comosum
a C. fragrans, pattily k druhtim s vysokou schopnosti odolavat toxicit¢ HM a zadné snizeni produkce
biomasy, navzdory vysokym koncentracim HM, nebylo pozorovano.

K dal$im viditelnym projeviim toxicity HM patfil v nasich experimentech vyskyt listovych
chloroz, poptipadé zloutnuti listi ¢i znatelna ztrata pigmentd. Prokazatelné svétlejsi listové plochy byly
u rostlin Arabidopsis patrné jiz pfi koncentraci 10uM Cd a koncentrace 50uM Cd pak resultovala
V masivni zesvétleni listl. Mnohem vétsi poSkozeni pak bylo pozorovatelné u variant s doprovodnym
aniontem CI-, nez u aniontu SO4%. Chloridovy aniont (Cl) je tedy ziejmé zodpovédny za zvySeni
dostupnosti Cd pro rostliny z ptdy. Cd pak, oproti Zn, vyraznéji poSkozovalo fazole ve srovnani s
pSenici. U fazoli bylo navic pozorovano i tmavnuti a hnédnuti kolem listovych Zzilek. Zn pak u rostlin
zpusobil mensi vzrist rostlin a lehce svétlejsi barvu listt. V experimentech tak listy reagovaly na toxicitu
Cd mnohem rychleji nez ostatni ¢asti rostlin. Metabolismus pfijatych HM tak probiha s nejveétsi
pravdépodobnosti praveé v téchto organech. Naopak naprostd absence vySe zminénych ptiznakil u druht
Ch. comosum a C. fragrans, znamena velmi dobrou odolnost proti toxickému u¢inku Cd, a to i na trovni
nadzemnich ¢asti. To, v kombinaci s okrasnou hodnotu, miize tyto rostlinné druhy ucinit velmi cenénymi
pro dalsi vyzkumy v oblasti piipadnych fytoremediaci. Je ovSem ale namisté si uvédomit, Ze porovnavat
vysledky hydroponickych a nadobovych experimentti je v tomto sméru piinejmensim slozité, stejn¢ jako
vyslovovat v tomto ohledu rozsahlejsi zavéry, na zakladé tohoto zakladniho vyzkumu.

Ovlivnéni fotosyntetickych pochodi rostlin bylo krom viditelnych ptiznakti pozorovano i ze
zmén hodnot fluorescence chlorofylu. VSechny varianty s pfidavkem Cd vykazovaly u rostlin okurky
vy$si hodnoty Fo a Fm oproti kontrolni varianté. Rostlina se takto brani nadmérné vysoké tvorbé energie
ve fotosystému, popt. ROS, vznikajicich v disledku pisobeni Cd. Varianty s vysokymi davkami Cd a
aniontem SO4%, zaznamenaly jesté v priméru o 23 % vys3i intenzity Fo a Fm oproti obdobnym variantam
s aniontem CI'. Naopak u nami pouzitych tolerantnich druht Ch. comosum a C. fragrans doslo
k prokazatelnému snizeni G¢innosti fluorescence chlorofylu pravé pisobenim Cd. Samotné poméry
Fv/Fm pro Ch. comosum a C. fragrans klesly 0 2.6 %, respektive 0 12.4 %, pfi nejvyssi koncentraci Cd
v porovnani s variantou kontrolni. V tomto experimentu tak bylo naopak ukézano, Ze toxicita Cd
pravdépodobné sice zplisobila vaznéjsi oxidacni poskozeni, nicméné i pfes to nedoslo k fatalnimu
omezeni ¢innosti PSII, protoze u téchto rostlin v pribéhu pokusu nedoslo k jejich viditelnému poskozeni
¢i dokonce smrti. Potencial fotochemické ucinnosti systému PSII, ktery hraje dtleZitou roli v ovlivnéni
vlastnosti ristu rostlin, tak mize byt jak inhibovan, tak mirné posilen. Tento specificky u¢inek pak uzce

zavisi na druhu rostliny, ale i na dal$ich, pro rostlinu dostupnych aniontech.
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7.5.2 Prijem a translokace kadmia do jednotlivych ¢asti rostlin

Shodnym zjisténym, platnym pro vSechny experimenty, je fakt, Ze zvysujici se koncentrace Cd
mela rovnéz za nasledek zvysujici se koncentraci kovu v rostlin€. Rovnéz rostouci translokac¢ni faktory
v piipadé Ch. comosum a C. fragrans vykazovaly, v zavislosti na mnozstvi Cd v pidé, stale zvysujici
se trend. To ukazuje na velky akumulaéni potencial, ktery nemtize fungovat bez pfitomnosti pomérné
dobrych transportnich mechanisma pro HM.

Viibec nejvice prijatého Cd rostlinami, bylo shodn¢€ akumulovano v kofenech, a to nezavisle na
varianté experimentu. U rostlin okurky a fazole to bylo shodné vice nez 90 % z celkového obsahu kovu
a v piipadé pSenice okolo 60 %. Jesté méné Cd pak v kofenech akumulovaly oba tolerantni druhy - Ch.
comosum 57 % a C. fragrans 56 %. | v tomto ohledu mél pak dalezity vliv pouzity doprovodny aniont.
Aniont CI- se promitl do mnohem vyssich koncentrace Cd v kofenech okurky, oproti aniontu SO4*.
V piipadé aniontu SO4% byla distribuce Cd nésledujici: kofen > list > stonek > plod. Zatimco u ostatnich
variant to bylo rozdilné: kofen > stonek > list > plod. Obdobna distribuce Cd byla pozorovana i v Ch.
comosum a C. fragrans: kofeny > vyhonky > §lahouny. Nejméné Cd bylo obsazeno v plodech (max.
1 %). I zde byl velky rozdil mezi anionty. U variant s nejvyssi davkou kovu, méla varianta s Cl" v
priméru o 110 % vice Cd, neZz obdobna varianta s aniontem SO,*. Tento rozdilny vliv aniontl na
translokaci Cd mtize byt zptisoben jejich rozdilnou chemickou strukturou, pohyblivosti a zpisobenym
efektem uvnitf rostlin.

Zn zustaval v kofenech v mensi ¢asti (priblizné 40 — 70 % u fazoli a 30 — 50 % u pSenice). Prvek
pak zaznamenal mnohem rychlejsi transport z kofenti do nadzemnich ¢asti nez Cd. Zminéna distribuce
byla pak ucinnéj§i u pSenice, nez u fazoli. Rychlejsi translokace muize byt zpusobena ruznymi
mechanismy pfenosu, které jsou patrné uc¢inngjsi u psenice, nez u fazole. Divodem silné retence Cd v
kofenech mlize byt i zapojeni obrannych mechanismtl jiz na povrchu kotfene a v kofenovém apoplastu,
jejichz Cinnost vede k insolubilizaci kovu. Nami pozorovany negativni vliv zvySené hladiny Zn v médiu
na prenos prvku z kofene do vyhonki u rostlin fazole a negativni vliv zvysené hladiny Cd v médiu na
prenos prvku z kofene do vyhonkid pSenice miize byt spojen praveé s detoxikacnimi mechanismy na
urovni kofene.

Ke zndmému vlivu Cd na pfijem dalSich kationtu, jsme v experimentech ptispéli zjisténimi
tykajicich se K. Cd ovlivnilo hodnoty obsahu K piedevsim v listech okurky. VSechny kontaminované
varianty, vykazovaly mnohem vyssi hodnoty K. ZvySeny obsah K pravé v silngji kontaminovanych
listech mtize znamenat zapojeni tohoto prvku do obrannych mechanismii. Tomuto zjisténi nahrava i
fakt, ze prvek vystupuje v dilezitych tlohach fotosyntézy a rastu rostlin a pfedevSim jeho tloha
souvisejici s transportem latek ve vodivych pletivech, popf. také, Ze vhodna koncentrace K mtize zmirnit

ptijem Cd.
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7.5.3 Obsah specifickych latek doprovazejici stresovou reakei vici kadmiu

SA byla popsana jako signalni molekula, kterd je zapojena do obranych ¢innosti v pribéhu
stresovych reakci. V naSem piipad¢€ byl jeji obsah v listech okurky redukovan u vSech variant
s pridavkem Cd. Vyssi hodnoty jsme pak nalezly v kofenech Ch. comosum a C. fragrans, kde se ostatné
nahromadila vétsi Cast piijatého Cd. Tyto druhy také disponovaly v porovnani s okurkou mnohem vétsi
vitalitou. Nejvétsi efekt byl pozorovan u niz§ich koncentraci Cd (oproti kontrole az o 74.5 % vice SA).
Vyssi koncentrace Cd naopak, patrné z divodu inaktivace Cd navazanim pravé na vyse zminénou
molekulu, obsahovaly mnozstvi volné SA jiz v podobném mnozstvi jako kontrolni varianty. Vyrazné
niz§1 hodnoty ve vyhoncich obou tolerantnich rostlin pak nahrava faktu, Ze obrana funkce SA je
aktivovana u téchto druhd rostlin pfevazné v kotenovém systému, ktery je prvnim organem
ptichazejicim do kontaktu s Cd v pud¢. I z tohoto hlediska je jasné, Ze nejen signalni, ale i obranny
mechanismus SA, se mize liSit na riznych urovnich, tedy v listech a kotenech, a to opét v zavislosti na
druhu rostliny. Kromé toho varianty s aniontem SO4* obsahovaly mnohem mensi mnozstvi SA, v
porovnani se stejnymi variantami s anionty Cl'. Role této latky v obranném mechanismu pfi riiznych
stresovych ptisobenich je tak stale otevienou a vyzaduje dalsi vyzkumné studie.

Zvyseny obsah Cd v listech okurky u variant s aniontem SO.%, vedl k vyznamnému sniZeni
obsahu PhC. Ostatni varianty s piidavkem Cd vykazovaly naopak vy$si obsah PhC ve srovnani s
kontrolni variantou. Z charakteristik téchto latek je pomérné pravdépodobné jejich zapojeni do
obrannych reakci rostlin, pfedevsim diky kapacit€ vazat na sebe kov. I to mize byt ditvodem, pro¢ doslo
Vv naSem experimentu ke sniZzeni obsahu PhC. U téchto variant jednoduse nebylo detekovano tolik
volnych PhC, protoze diky velkému nadbytku Cd, je i vétSina PhC na tento kov navazana. Na druhou
stranu, obdobné varianty s aniontem CI', ke stejnému masivnimu snizeni obsahu PhC nevedly. I z tohoto
zjisténi, muzeme predpokladat, ze doprovodny aniont a forma Cd, ve kterém se kov vyskytuje, mohou
mit pomérné zasadni vliv na zapojeni odlisnych obrannych antioxida¢nich mechanismii.

Nase vysledky dale prokazaly vylepSeni hodnot AOC v kofenech a vyhoncich Ch. comosum a
C. fragrans. Zvlasté pak reakce v kotfenech byla silné posilena vys$i koncentraci Cd. Z organickych
kyselin se u C. fragrans hromadila ve vy$§im mnozstvi ASA. Nejmensi mnozstvi a citlivost vuci Cd
byla pozorovana u FuA. Nicméné, v nasem experimentu jsme ukazali, ze vysoké hladiny organickych
kyselin nejsou samy o sob¢€ hlavnim diivodem pro hyperakumulaci a hypertoleranci viici Cd. Celkovy
obsah ve vodé rozpustnych thioli zaznamenal po 48 hodinach a koncentraci 200uM CdCl; vyrazny
nartst. Drobné zmény v genové expresi nebo redoxnim stavu by podle nasich vysledki, mohli byt onim
rozdilem mezi tolerantnimi a senzitivnimi genotypy ¢i druhy.

Nase vysledky obecné ukazuji, Ze tolerance rostlin vici Cd velmi dobfe koreluje s
fotosyntetickou Gcinnosti a ¢innosti antioxidac¢niho systému. Pravé tyto body jsou dilezit¢ k udrzeni
vysoké urovné antioxida¢niho obranného systému a toleranci fotosyntetickych systémi rostliny, coZ jim

umoziiuje prezit stres Cd. RovnéZz mizeme predpokladat, Ze i doprovodny aniont a forma, ve které se
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Cd vyskytuje, mohou mit dopad na zapojeni riznych antioxida¢nich systémi. Zjisténi, Ze chemicka
forma ptidaného Cd do zivného roztoku ovliviiuje uroven akumulace Cd je informaci, na zaklad¢ které

jsou nutné dalsi studie v lokalizaci a chemickém stavu Cd.
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8. ZAVERY

Z vysledkl vySe popsanych experimentd, které probihaly v ramci doktorského studia, 1ze ucinit

nasledujici zavéry:

e ZvySujici se koncentrace Cd v Zivném médiu méla za nasledek zvySujici se koncentraci
kovu v rostling.

e Nejvice pfijatého Cd rostlinami, bylo shodné akumulovano v kofenech.

e Piidavek Cd do zivného média ovlivnil produkci rostlinné biomasy, a to jak v pozitivnim,
tak negativnim sméru (u mladych rostlin psobil inhibi¢né, u vyspélejsich stimula¢né).

e Zelenec a kalisie prokazaly vysokou schopnost odolavat toxicité Cd.

e Toxicita Cd se projevila vznikem listovych chlor6z, popiipadé Zloutnutim listd ¢i znatelnou
ztratou pigmentd, popi. hnédnutim kolem listovych zilek.

e Zn byl pii pohybu z kofend do nadzemnich ¢asti mnohem mobilnéjsi nez Cd.

e Mnohem vétsi poskozeni rostlin bylo pozorovano u variant s doprovodnym aniontem CI-,
oproti aniontu SO4%.

e Potencial fotochemické ucinnosti systému PSII, byl jak inhibovan, tak mirné posilen, a to
Vv Gizké souvislosti s rostlinnym druhem a dal$imi, pro rostlinu dostupnymi, anionty.

e Signdlni a obranny mechanismus kyseliny salicylové se liil na trovni kofene a listu, a to
opet Vv zavislosti na druhu rostliny.

e Fenolické latky vykazovaly zapojeni do obrannych reakei rostlin, predevsim diky kapacité
vazat na sebe kov.

e ZvySené hodnoty antioxida¢ni kapacity, pfevazné v kofenech zelence a kalisie, zabrafiuji
dalsimu oxida¢nimu poskozeni rostlin.

e Velky narust ve vodé rozpustnych thiolt zaznamenaly genotypy Arabidopsis, obsahujici
proteinové prenasece s velkou afinitou k prolinu.

e Vysoké hladiny organickych kyselin nejsou samy o sobé hlavnim didvodem pro
hyperakumulaci a hypertoleranci vici Cd.

e Chemicka forma ptidaného Cd do zivného roztoku ovliviiuje nejen troven akumulace Cd,
ale i zapojeni dalSich obrannych mechanismi v podobé syntézy specifickych latek,

Vv zavislosti na druhu rostliny.
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