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Anotace

Komarkova, M. VIiv kadmia na vybrané fyziologické a anatomické charakteristiky a priibeh
stresoveé reakce u repky olejky (Brassica napus L.). Hradec Kralové, 2018. Disertacni prace na
Ptirodovédecké fakult¢ Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diserta¢ni prace doc. Ing. Jifi
Tama, CSc. 110ss.

Cilem diserta¢ni prace je zhodnotit vliv kadmia na vybrané fyziologické a anatomické
charakteristiky u fepky olejky (B. napus L.). Kultivar, u kterého byl zaznamenan fytoextrakéni
potencial, byl kultivar Ladoga. U vybranych kultivarii se dale neprokazal vyznamny vliv Cd na
obsah a tvorbu kyseliny salicylové a na mnozstvi zakladnich aminokyselin. Pridavek Cd mél
negativni vliv na vétSinu sledovanych fyziologickych parametrti a také na anatomii a morfologii
kotenti. Kofenové bunky dale reagovaly velmi citlivé na ptitomnost Cd zménou chovani
mikrotubularniho cytoskeletu.

Sledovana byla dale interakce mezi Cd a zinkem a benzoatem sodnym. Pozitivni u¢inek
Zn byl pozorovan u kultivaru Navajo, a to béhem translokace Cd z kofent do nadzemnich ¢asti
rostlin. Pfidavek BS do média s Cd vyvolal zna¢nou zménu v pfijmu Cd rostlinou. V kotfenech
se vyskytoval signifikantn¢ vyssi obsah Cd, nez v médiu se samotnym Cd, v nadzemni ¢asti pak
doslo naopak k vyraznému tbytku Cd. U kofenti doSlo ve vSech pfipadech k nartstu piijmu
mineralnich prvki ve varianté s BS a Cd + BS oproti médiu se samotnym Cd, vV nadzemnich
¢astech pak naopak doslo k jejich sniZeni. Mikrotubularni cytoskelet po pfidavku BS nereagoval

tak vysokou mirou rozpadu MTs vlaken, jako v pfipad¢ média obohaceného pouze o Cd.

Kli¢ova slova
Fytoremediace, kadmium, fepka olejka, zinek
Annotation

Komarkova, M. Effect of cadmium on selected physiological and anatomical characteristics
and on stress reaction in oilseed rape (Brassica napus L.). Hradec Kralové¢, 2018. Dissertation
Thesis at Faculty of Science University of Hradec Kralové. Thesis Supervisor doc. RNDr. Jifi

Ttma, CSc. 110p.

The aim of the dissertation is to evaluate the effect of cadmium on selected physiological and
anatomical characteristics of oilseed rape (B. napus L.). The only cultivar with a
phytoextraction potential was the Ladoga. Selected cultivars showed no significant Cd effect on
salicylic acid content and on basic amino acid content. The addition of Cd had a negative effect

on most of the observed physiological parameters as well as on root anatomy and morphology.



Root cells responded very sensitively to the presence of Cd by changing the behavior of the
microtubule cytoskeleton.

The interaction between Cd and zinc and sodium benzoate was also observed. The positive
effect of Zn was observed in the Navajo cultivar during the translocation of Cd from the roots to
the above-ground parts of the plants. The addition of BS to the Cd medium produced a
significant change in Cd plant intake. In roots, there was a significantly higher Cd content than
in Cd alone, in the above-mentioned part there was a significant decrease in Cd. The roots have
in all cases increased intake of mineral elements in the variant with BS and Cd + BS compared
to the medium with the Cd itself. In the above parts,mineral uptake was significantly reduced.
After the addition of BS, the microtubule cytoskeleton did not respond with such high

disintegration of MTs as in the case of Cd-enriched medium only.
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ABSTRAKT

Cilem predkladané disertacni prace je zhodnotit vliv kadmia (Cd) na vybrané
fyziologické a anatomické charakteristiky u fepky olejky (Brassica napus L.). Pro tyto tcely
byly vypracovany Ctyfi experimenty, v ramci kterych bylo mozné posoudit stresovou reakci
pokusnych rostlin a analyzovat zmény v organizmu zpiisobené toxicitou Cd.

Vzhledem k pestré skale kultivart fepky olejky (B. napus) bylo mozné testovat odolnost
vici Cd v zavislosti na charakteristikach typickych pro dany genotyp. Vysledky ukazaly, ze u
vétsiny testovanych Kkultivart (CZL, Benefit, IWAS, ZhongZhuang9, Cadeli, Viking, Navajo,
Ladoga) se nevyskytuje fytoextrakéni potencial, a to jak pfi testovani rostlin péstovanych
v hydroponii, tak u rostlin rostoucich v substratu. Jediny kultivar, u kterého jsme zaznamenali
fytoextrakéni potencial zaloZzeny na hodnoté TF nad hranici ,,1%, byl kultivar Ladoga. Rostliny
tohoto kultivaru akumulovaly do svych nadzemnich c¢asti srovnatelné, ba castecné vyssi
mnozstvi Cd nez do kofend a muzeme tak predpokladat, ze tento kultivar ma geneticky
potencial pro to byt hyperakumulatorem Cd. U vybranych kultivarit se dale neprokazal
vyznamny Vliv Cd na obsah a tvorbu kyseliny salicylové (SA) a na mnozstvi zakladnich
aminokyselin (AK). Vyssi zavislost na koncentraci Cd byla pozorovana pouze v piipadé obsahu
prolinu a u par vybranych AK.

Ptidavek Cd do substratu ¢i hydroponického média mél znacné negativni vliv na vétsinu
sledovanych fyziologickych parametri (hmotnosti kofenti a nadzemnich ¢asti, obsah chlorofylu
a karotenoidud, rozpustnych proteint, fenolt, flavonoidi) a také na anatomii a morfologii
kotent. Rostliny tvotily vlivem Cd vice postrannich kofend, coz se projevilo také zvySenim
mnozstvi kofenovych $picek. Pramér kofentt byl vlivem Cd oproti kontrole vétsi. Bunky
pericyklu byly napadné zvétsené a ve vnitinich vrstvach kofene (zejména kolem endodermis) se
vyskytoval vét§i podil ligninu ¢i suberinu, predstavovany autofluorescencnim materiadlem.
Kofenové bunky dale reagovaly velmi citlivé na pfitomnost Cd zménou chovani
mikrotubularniho cytoskeletu (MTs). Mikrotubuly byly depolymerované a jejich organizace
byla naruena. Testovana byla také fluorescenéni barva Leadmium™ green a jeji schopnost
vizualizovat Cd v kofenech rostlin. Z vysledk v8ak vyplyva, Ze barva se nespecificky vaze
kromé Cd také na jiné ionty a nelze ji proto pro detekci Cd u fepky olejky pouzit.

Sledovana byla dale interakce mezi Cd a zinkem (Zn) a benzoatem sodnym (BS). Jak Zn,
tak BS by mohly pfi vhodnych davkach snizovat toxicitu Cd a zvySovat schopnost tolerance
vuci tézkému kovu. Pozitivni G¢inek Zn byl pozorovan u kultivaru Navajo, a to béhem
translokace Cd z kotenti do nadzemnich ¢asti rostlin. Tento kultivar translokoval do svych listl
signifikantné méné Cd, pokud rostl v médiu s Cd + Zn, nez kdyz byl péstovan pouze v médiu
s Cd. Na ostatni sledované fyziologické a anatomické parametry nemél ptidavek Zn zadny

pozitivni ani negativni vliv. P¥idavek BS do média s Cd vyvolal znaénou zménu v piijmu Cd



rostlinou. V kofenech se vyskytoval signifikantné vyssi obsah Cd, nez v médiu se samotnym
Cd, v nadzemni ¢asti pak doslo naopak k vyraznému tbytku Cd. Zmény byly pozorovany také
na urovni pfijmu vybranych mineralnich prvka. U kotenti doslo ve vSech ptfipadech k naristu
pfijmu mineralnich prvki ve variant¢ s BS a Cd + BS oproti médiu se samotnym Cd,
v nadzemnich ¢astech pak naopak ke snizeni obsahu K, Ca, Mg a Zn. Mikrotubularni cytoskelet
po pridavku BS nereagoval tak vysokou mirou rozpadu MTs vlaken, jako v pfipadé média
obohaceného pouze o Cd. Ostatni sledované parametry zahrnujici obsahy signdlnich latek

nebyly pfidavkem BS do média obsahujici Cd nijak ovlivnény.

Kli¢ova slova

Anatomie kofene; antioxida¢ni systémy; benzoat sodny; kadmium; kyselina salicylova; ptijem a

translokace kadmia; fepka olejka (Brassica napus L.); zinek

ABSTRACT

The aim of this dissertation is to evaluate the effect of cadmium (Cd) on selected
physiological and anatomical characteristics of oilseed rape (Brassica napus L.). For this
purpose, four experiments were conducted to assess the stress response and to analyze the
changes caused by Cd toxicity in the tested plants.

Thanks to the variety of the oilseed rape (B. napus) cultivars, it was possible to test the
resistance to Cd in respect to each genotype characteristics. The results showed that
phytoextraction potential was absent in most cultivars tested (CZL, Benefit, Iwas,
ZhongZhuang9, Cadeli, Viking, Navajo, Ladoga), both in plants grown in hydropony and in
plants grown in the substrate. The only cultivar with a phytoextraction potential based on the TF
value above the "1" limit was the Ladoga cultivar. The plants of Ladoga cultivar have
accumulated comparatively or partially higher amounts of Cd in their above-ground tissues than
in the roots, and we assume that this cultivar has the genetic potential to be a Cd
hyperaccumulator. No significant Cd effect on salicylic acid (SA) content and on basic amino
acid (AK) content was measured in the tested cultivars. Higher dependence on Cd concentration
was observed only for proline content and for a few selected aminoacids.

The addition of Cd to the substrate or hydroponic medium had a significant negative
effect on most of the physiological parameters studied (root mass and above-ground parts of the
plant, chlorophyll and carotenoid content, soluble proteins, phenols, flavonoids) as well as root
anatomy and morphology. Under Cd toxicity roots formed more lateral roots, which resulted in

increase of root tips number. The diameter of the roots was greater in Cd roots than in control



roots. The pericycle cells were enlarged and in the inner layers of the root (especially around the
endodermis) there was a larger proportion of lignin or suberine, represented by autofluorescence
material. Root cells responded very sensitively to the presence of Cd by changing the behavior
of the microtubule (MTs) cytoskeleton. The microtubules were depolymerized and their
organization was disturbed. The Leadmium™ green fluorescence dye was also tested for its
ability to visualize Cd in plant roots. However, the results show non-specific nature of the
Leadmium dye binding to Cd. The dye binds to other ions as well, and therefore it cannot be
used for Cd detection in rapeseed.

The interaction between Cd and zinc (Zn) and sodium benzoate (BS) was also observed.
Both Zn and BS should reduce the toxicity of Cd at appropriate doses and promote the growth
of plants. The positive effect of Zn was observed on the ability to translocate Cd from the roots
in the Navajo cultivar. This cultivar translocated significantly less Cd into its leaves if it was
grown in Cd + Zn medium than when it was grown in Cd only. For other monitored
physiological and anatomical parameters, the addition of Zn had neither positive nor negative
effect. The addition of BS to the Cd medium produced a significant change in Cd intake. In
roots, there was significantly higher Cd content in Cd + BS-medium than in Cd-medium alone,
in the above-ground part there was a significant decrease in Cd content. Changes were also
observed in the level of intake of selected mineral elements. In all cultivars roots showed an
increased intake of mineral elements in the variant with BS and Cd + BS compared to the
medium with Cd itself, on the other hand, in the above ground parts, the K, Ca, Mg and Zn
content decreased. Upon the addition of BS microtubule cytoskeleton did not respond with such
high desintegration of MTs as in the case of Cd-enriched medium only. Other tracking
parameters including the content of the signal substances were not affected by the addition of

BS to the medium containing Cd.

Keywords

Root anatomy; antioxidative systems; Sodium benzoate; cadmium; salicylic acid; cadmium

uptake and translocation; oilseed rape (Brassica napus L.); zinc
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2. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS atomova absorp¢ni spektrometrie
ABC prenasece ATP binding cassette

AK aminokyselinaly

APX askorbat peroxidaza

AsA kyselina askorbova

BS benzoat sodny

Cd kadmium

E intenzita transpirace

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

FW hmotnost Cerstvého vzorku (fresh weight)
GR glutathionreduktaza

GS vodivost pruducht

GSH glutathion

HM tézké kovy (heavy metals)

MT metalothioneiny

MTs mikrotubuly/mikrotubularni cytoskelet
PC fytochelatiny

PCS fytochelatin syntazy

PSII fotosystém 11

ROS reaktivni formy kysliku

rpm otacky za minutu (revolutions per minute)
RWC relativni obsah vody

SA kyselina salicylova



SOD superoxiddismutaza
TF translokacni faktor

Zn zinek



3. UVOD

Znecisténi zivotniho prostfedi tézkymi kovy patfi mezi jeden z hlavnich Cinitelt
ohrozujicich lidské zdravi. Tézké kovy se dostavaji do zivotnich cykld rostlin a negativné tak
ovliviiuji vynosy plodin, zaroven se vsak také mohou v rostlinnych pletivech nebezpecné
hromadit a spolu s potravou byt pfijimany ZivoCichy, vcetné Clovéka. Tyto a mnohé dalsi
divody vedly védce k zahdjeni detailniho popisu chovani tézkych kovl v Zivotnim prostiedi, v
rostlinnych orgdnech a v zivoc¢isnych télech. Kompletni poznani jejich kolobéhu miize pomoci
pii hledani mechanismil redukce ¢i eliminace t€zkych kovii z Zivotniho prostiedi.

Tezké kovy se dostavaji do zivotniho prostiedi piedevsim vlivem cloveka (taveni rud,
galvanické pokovovani, primyslovd vyroba, vyfukové plyny, vyroba pohonnych hmot,
vyuzivani hnojiv a pesticidi), ale také napiiklad béhem sopecné Cinnosti, uvolfiovanim z
biosféry nebo vlivem vale&nych konflikti. V Ceské republice dochézi k nejvétsimu zneisténi
Zivotniho prostiedi vlivem hutnictvi a béhem zpracovavani kovu, a to pfedev§im v krajich
Moravskoslezském, Usteckém a Stfedoteském. Kadmium (Cd) patfi mezi jeden z
platné legislativy v lehkych ptidach 0,4 mg Cd.kg? suSiny, v ostatnich pidach pak 0,5 mg
Cd.kg! susiny (Vyhlaska 153/2016 Sb.). Primé&mé obsahy Cd se ve vSech typech pud
pohybovaly mezi lety 1998 - 2015 okolo 0,3 mg Cd.kg?, nejvy$si nadlimitni hodnoty se
vyskytovaly v kraji Moravskoslezském (Polakova et al. 2014). Nebezpecnost Cd spociva v jeho
dlouhodobém pietrvavani v ptidé. U rostlin zptsobuje napiiklad listové chlordzy, redukei rastu
a mnozstvi rostlinné biomasy, ma vliv na celkovou intenzitu fotosyntézy, respiraci, vyménu
plynt, vodni potencial, pfijem a transport mineralnich latek. Dale ovliviiuje celkovou anatomii a
morfologii kofend a pusobi na nejriiznéjsi biochemické mechanismy souvisejici s aktivaci
antioxidaénich enzymu, chelata¢nich latek a signalnich slou¢enin (Wojcik and Tukiendorf 2004;
Sarwar et al. 2010; Lux et al. 2011; Kapoor et al. 2014).

Ptestoze existuji riznorodé technologie umoziujici €iSténi zamotenych ptd, kazda z nich
ma své vyhody a nevyhody, které brani jejich vyuziti ve vétSim méfitku. Rostliny, konkrétné
jejich kofeny, jsou jedny z prvnich organt, které pfichazi do styku s tézkymi kovy
vyskytujicimi se v pidé. Diky tomu se v poslednich letech zaméfuje vyzkum pravée na rostliny,
jakoZto na potencialni akumulatory kovu ¢i inhibitory jejich vstupu do zivotnich cykld ostatnich
zivych organismll. Metoda vyuziti rostlin pro ,,ozdravovani pad“ se nazyvéd fytoremediace,
pficemz jejim nejbéznéjSim druhem je fytoextrakce. Podstatou fytoextrakce je vyuziti takovych
rostlinnych druhd, které maji prokazané hyperakumula¢ni schopnosti vedouci k hromadéni
tézkych kovil ve svych rostlinnych télech. Dané rostliny jsou pfinosné nejen diky této vlastnosti,
ale slouzi také jako velmi cenny material pro zkoumani podstaty procest pfijmu, transportu a

detoxikace tézkych kovill v ramei bung¢k, ¢i na molekularni urovni.



V ramci predkladané disertacni prace byla zvolena jako pokusna rostlina zeméd¢€lsky a
ekonomicky vyznamna polni plodina fepka olejka (B. napus). Jedna se o samosprasnou rostlinu,
kterd zaujima jednu zné&jvétsich zemédélsky vyuZivanych ploch v Ceské republice. Repka
olejka je zdrojem kvalitniho fepkového oleje, zbytky vylisovanych semen slouzi jako zadana
ptimés do krmnych smési, jeji olej se vyuziva mimojiné také K vyrobé bionafty. Vzhledem
k dalsim vlastnostem, jako jsou napiiklad rychly rust a vysoka produkce biomasy, by byla fepka
olejka vhodnym kandidatem také pro vyuziti pii fytoremediacich. Z tohoto divodu jsme se
zaméfili na zkoumani vlivu Cd na tuto rostlinu a snazili jsme se prozkoumat miru jeji tolerance
a potencialni schopnosti translokace Cd do nadzemni ¢asti. Vzhledem k pestré skale riznych
kultivart fepky olejky jsme se snazili najit takové, které by se lisily svymi charakteristikami a

predpokladali jsme proto rizné chovani viici toxicité vyvolané Cd.



4. CILE PRACE

Cilem dizerta¢ni prace bylo prozkoumat vliv tézkych kovi, a to konkrétné Cd, na vybrané
anatomické a fyziologické charakteristiky u fepky olejky (B. napus) a vyhodnotit jeji
potencialni schopnost detoxikace ¢i tolerance vic¢i Cd. Zkouman byl napiiklad vliv kovu na
parametry rastu rostlin, fotosyntézu, obsah antioxida¢nich latek ¢i zastoupeni mineralnich
prvki. V ramci experimenti jsme se zaméfili také na interakce Cd s jinymi latkami, které by
mohly omezit negativni dopad tézkého kovu na rostlinu; jednalo se konkrétné o zinek (Zn) a
benzoat sodny (BS). V neposledni fadé¢ jsme zkoumali vliv Cd na vybrané anatomické
charakteristiky kotfene spolu s chovanim mikrotubularniho (MTS) aparatu.

Pokusné rostliny byly péstované jednak v nadobach se substratem, tak pomoci
hydroponie. Hydroponické experimenty nemohou slouzit k pfesnému urceni, zda je rostlina
schopna hyperakumulovat kovy, protoze je v jejich ramci zcela zanedban vliv nejriznéjsich
Ciniteld, které plisobi na rostlinu ve vnéjSim prostfedi. Nasim zdmérem vsSak bylo testovat
predev§im geneticky potencial fepky olejky vypovidajici o mife tolerance a schopnosti

akumulace Cd koteny.

Pracovni hypotézy:

e Ruzné kultivary fepky olejky mohou vykazovat rozdilné reakce na stres vyvolany Cd a
akumulovat riznd mnozstvi kovu do svych nadzemnich ¢asti. Nalezneme vzhledem
k rozdilnym charakteristikam jednotlivych genotypti odolny kultivar vhodny pro vyuziti

pti fytoremediacich?

e Povede ptidavek Cd do substratu ke zvySené tvorbé a akumulaci kyseliny salicylové a

ke zméné obsahu zakladnich aminokyselin, véetné prolinu?

e Zpusobi ptidavek Zn do média snizeni toxického ptisobeni tézkého kovu (Cd) a podpofi

zaroven rust rostlin, délku kotfent a tvorbu chlorofylu?

e Bude mit pfitomnost Cd v ristovém médiu negativni efekt na rust kotentl, a odrazi se
tento vliv nejen na jejich morfologii, ale také na anatomickém uspoiadani vnitfnich

bunécnych vrstev?

e Bude BS, jakozto prokazany vychytava¢ peroxidu vodiku, aktivné redukovat negativni

vliv Cd na rostliny a odrazi se to také v obsazich vybranych signalnich latek?

e Dokaze BS pusobit protektivné také na bunécné trovni, dokaze chranit konkrétné

mikrotubularni cytoskelet (MTS) pfed toxickym pisobenim Cd?



e Umozni nam fluorescenéni barvivo Leadmium™ green specificky znagit piitomnost Cd
v rostlinach, diky ¢emuz bychom mohli pomoci mikroskopické analyzy tento kov

v kotenech rostlin lokalizovat a vizualizovat?
Konkrétni cile prace:

e Vliv Cd na fyziologické parametry fepky olejky, ucinnost fotosyntézy a tvorbu
chlorofylu. Analyza vybranych fyziologickych parametrti bude zahrnovat nedestruktivni
méfeni fotosyntetické aktivity a tvorby chlorofylu.

e Sledovani negativniho vlivu Cd pomoci zmén obsahti specifickych latek (kyselina
salicylova, aminokyseliny, prolin) a signalnich latek (chlorofyl, celkové rozpustné
proteiny, superoxidovy radikal, fenoly, flavonoidy), jejichZ stanoveni prob&hne pomoci
specialnich analyz. Dale sledovani morfologickych a anatomickych zmén v Kotfenech

rostoucich v médiu s Cd.

e Translokace Cd z kofenti do nadzemni ¢asti v zavislosti na kultivaru a stanoveni
fytoextraéniho potencialu rostlin. Vysledek umozni nalézt vhodny kultivar pro budouci

testovani fytoremediacnich vlastnosti.

e Vyzkum interakce Cd se Zn a BS. Zinek dokaze pii vhodné davce pusobit
antagonisticky na pfijem Cd koteny, BS vychytdva nadmérné se hormadici peroxid

vodiku. Vliv obou latek na toxicitu Cd bude sledovan a vyhodnocen.

e Chovani BS a jeho potencialni ochranna funkce pied toxicitou vyvolanou Cd.
Zkoumani probéhne na urovni MTs cytoskeletu pomoci imunofluorescen¢niho znaceni.
Zaroven probéhne fluorescencni vizualizace Cd v kotenech rostlin, a to pomoci

specifického komeréné dostupného fluoroforu.



5. AKTUALNI PREHLED PROBLEMATIKY

5.1 Tézké kovy

Rostliny vyuzivaji pro svij rist a vyvoj celou Skalu pidnich anorganickych sloucenin.
Kromé makrobiogennich prvki se v pidach nachazi také prvky mikrobiogenni, jako je
naptiklad Zn, Cu, Fe, Ni, Co ¢i Mn, které jsou pfijimany rostlinou v rizné mife. Pfi nizSich
koncentracich hraji dilezitou roli béhem rdstu a vyvoje v rozli¢nych metabolickych procesech
(napt. jako kofaktory enzymatickych reakci, soucast fotosyntetickych reakci, Gcast na prepisu
DNA, fixaci dusiku aj.), avSak vyS$i koncentrace jiz mohou byt pro rostliny toxické (Prasad
2008). V pud¢ se déle vyskytuje také urcité procento prvkii (méné jak 10 pg.g?) (Kabata-
Pendias 2000) bez jakékoliv znamé biologické funkce, jakymi jsou napiiklad Hg, As, Li, Cd, Cr
¢i Pb. Tyto prvky jsou znamé pod pojmem ,,tézké kovy®, ktery ziskaly diky své vysoké relativni
atomové hmotnosti a hustoté vyssi jak 5,0 g.cm (Raskin et al. 1994).

Tezké kovy maji ve vétSin€é piipadi negativni vliv na rist a vyvoj rostlin,
a to predevsim kvuli jejich podobnosti sbiogennimi prvky a nasledné kompetici
a zaméné pii piijmu ¢i transportu rostlinou (Sarwar et al. 2010). V literatuie se miizeme setkat
jak se synergistickymi vztahy mezi pfijmem biogennich prvku a téZkych kovu (Cherif et al.
2011; Cojocaru et al. 2016), tak se vztahy antagonistickymi (Balen et al. 2011; Tammam et al.
2016; Versieren et al. 2017). Individualnimu pisobeni kovu na rostlinu je vénovano mnoho
odbornych ¢lankd, problematika spoluptisobeni vice prvki je vSak casto opomijena. Tyto
vzajemné interakce by vSak nemély byt zanedbavany vzhledem k faktu, ze v pfirodnich
podminkdch se malokdy setkdvame s plsobenim pouze jednoho stresoru. Vhodnymi
bioindikatory ukazujicimi miru kontaminace prostfedi mohou byt naptiklad mechy ¢i jehlice
dievin, jak bylo ukazano ve studii analyzujici zastoupeni 39 vybranych prvkd u tiéi riznych
druhti rostlin v Ceské republice (Suchara et al. 2011).

V ptedkladané praci bude pojednavano predevsim o vlivu Cd na rostliny, nicméné
toxicita Cd je zna¢na také pro zivoéichy vcetné ¢lovéka. Jakmile je Cd absorbovano, dokaze
V organismu pretrvavat 25 - 30 let, coz vede k chronické otrave, naruseni metabolismu vapniku
nebo k tvorbé ledvinovych kamend (Uraguchi and Fujiwara 2013). Ze studie z roku 2001
vyplyva, ze mnozstvi Cd v krvi se u &eské populace pohybuje kolem 0,7 pg Cd.I*%, pficemz u
kuidkl je jeho koncentrace téméi dvojnasobna (1,2 pg Cd.I) (Cern4 et al. 2001). Mezi jedno
Z nejznaméjSich onemocnéni zplsobené otravou Cd patfi nemoc itai-itai, ktera suZovala
pfedevsim obyvatele Japonska konzumujici ryzi pochazejici z poli zavlazovanych vodou
z Cistimy odpadnich vod. Nemoc se vyznaCuje odvapnénim organismu vedoucim

k nejriznéjsim porucham kosti a poSkozenim ledvinovych tubuld. Jako kriticka hodnota pro
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zisk nemoci a pfitomnost prvotnich piiznaki je stanovovano mnozstvi 0,2 mg Cd.kg? v piijaté

potravé (Nogawa et al. 2017).

5.1.1 Kadmium, pFijem a transport rostlinou

Kadmium patii v periodické soustavé prvkt do skupiny II B a v pfirod¢ se vyskytuje
vazané v oxidech, sulfidech ¢i uhli¢itanech. Nejvy$si mnozstvi Cd se nachazi v usazenych
horninach a moiskych fosfatovych horninach (15 mg Cd.kg?) (Tchounwou et al. 2012). Jedna
Vv susing listd se u vétSiny druhfi rostlin pohybuje v rozmezi 0,05 — 0,2 mg Cd.kg?, pficemz
toxické hranice je dosazeno jiz pfi 5 - 10 mg Cd.kg? (White and Brown 2010). Do Zivotniho
prostiedi se Cd dostava ptirozenou cestou, jeho hlavnim zdrojem je vSak antropogenni ¢innost.

Dostupnost Cd pro rostlinu je dana nejrizngjSimi fyzikdlnimi, chemickymi
a biologickymi faktory ptdy, jakymi jsou napfiiklad teplota, vlhkost, pH ptdy, padni druh,
redoxni potencial, hustota a naboj pidnich ¢astic, mira vazby s ligandy, provzdusnéni piady a
slozeni mikrobidlniho spoleCenstva pudy, zastoupeni mineralnich prvkd v pudé, rozpustnost
kovu v pidnim roztoku a mnoho dalsich (Wenzel et al. 2003; Chibuike and Obiora 2014). Jeden
z nejvyznamngéjsich faktort ovliviiyjicich dostupnost Cd je pH pudy. V experimentu s nadobové
péstovanymi rostlinami tabaku dochazi podle Sappin-Didier et al. (2005) k vyrazné vys$Simu
ptijmu Cd do rostlin ze zeminy s niz§im pH. Tento fakt je dan tim, ze pfi snizujicim se pH
dochazi k naristu koncentrace H', které se vazi vyménou za ionty kovii na pidni Eastice.
Kovové ionty se tak dostavaji do plidniho roztoku, odkud jsou piijimany kofeny rostlin.
V piirozeném prostiedi vSak na rostliny pusobi mnoho ruznych faktord, které mohou byt
vzajemné provazany, a je proto dilezité testovat vysledky nejen v laboratornich podminkach,
ale také v ramci polnich experimentii. Mezi dalsi dilezité faktory hrajici vyznamnou roli pii
ptijmu Cd patii naptiklad slozeni organické hmoty, zastoupeni jilnatych Castic a celkové
mnozstvi Cd v pudé. Napiiklad Ziper et al. (1988) uvadi, Ze ¢im je vétSi obsah jilu a
organickych koloidnich ¢astic v pudg€, tim je niz§i koncentrace Cd v pidnim roztoku. Velmi
dilezitym faktorem ovlivilujicim schopnost pfijimat kovy zpidy je také slozeni pldnich
mikroorganismt. Mikroorganismy podporuji tvorbu rostlinné biomasy, ¢imz pfispivaji toleranci
pfed negativnim plsobenim tézkych kovl. Na druhou stranu vSak signifikantné zvySuji
dostupnost kovu pro pfijem kofeny a ty jsou tak snadnéji absorbovany do rostlinnych tél
(Sheoran et al. 2016).

Prvnim krokem v pfijmu Cd je jeho mobilizace a pfenos pies bunécnou sténu a
plasmatickou membranu bunék kotene. K mobilizaci kovu dochazi pomoci chelatacnich latek
produkovanymi jako kofenové exsudaty do pudni rhizosféry. SloZeni chelata¢nich latek

v exsudatech se lisi u jednotlivych druht rostlin a také v zavislosti na podminkach prostiedi.
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Nejcastéji se jedna o ionty H*, anorganické ionty, vodu ¢i slouceniny odvozené od produkti
fotosyntézy (Pinton et al. 2007). Uvodni bariérou omezujici vstup Cd do symplastu je bunééna
sténa, ktera hraje vyznamnou roli ve vazbé a akumulaci kovu na své stavebni komponenty,
jakymi jsou napiiklad polysacharidy, fenoly, proteiny ¢i aminokyseliny (Krzestowska 2011).
Bylo prokazano, Zze mira methylesterifikace pektinu v bunééné sténé souvisi se schopnosti
tolerovat vyssi davky tézkych kovi (Eticha et al. 2005). Dle Lux et al. (2011b) patii mezi
uvodni obranné mechanismy také tvorba sekundéarni suberinové vrstvy ¢i suberinovych derivati
kolem bunécné stény, coz vede k omezeni pfenosu Cd do xylému a nasledné do nadzemnich
Casti rostlin. Bunécna sténa a jeji vlastnost zvySovat odolnost jedince vii¢i toxickému plisobeni
Cd je vsak velmi komplexni a zalezi na mnoha riznych faktorech, jakymi jsou napiiklad
morfologie organu, ktery je vystaveny uUc¢inku kovu (napfiklad kofen), mira propustnosti a
transportni kapacita kovu ¢i sila a schopnost vazby kovu na polysacharidy nebo sténové
proteiny (Parrotta et al. 2015).

Poté, co dojde k mobilizaci Cd kotfeny a kov pfekona také bunécnou sténu, dojde k jeho
pfenosu pres bunécnou plasmatickou membranu, a t0 nejriznéj$imi transportnimi proteiny
zahrnujicimi napiiklad protonové pumpy, pienaSeCe nebo kanaly (Rascio and Navari-1zzo
2011). Kadmium pro sviij vstup do bunék nevyuziva zadny specificky transportni systém,
pfijiman je pomoci pfenaSeci pro mineralni latky. V ramci Celedé Brassicaceae jsou znamy
napiiklad HMA, NRAMP, ZIP, ABC a CET pienaseCe ¢i naptiklad sulfatové prenasSece
(BnSultr2) (Sun et al. 2007; Bhuiyan et al. 2011; Lang et al. 2011; Babula et al. 2012). Vliv na
ptijem a distribuci Cd mohou mit také doprovodné anionty vyskytujici se spolu s kovem v jeho
soli (Tuma et al. 2014). Jakmile projde kov pies plasmatickou membranu, vede v bufice
k naruSeni metabolismu, k redukci rostlinného rastu, k redukei akumulace biomasy ¢i k tvorbé
listovych chloréz. Na molekularni a buné¢né urovni pak pusobi piijem Cd negativné naptiklad
na dozravani semen, syntézu pigmentd, fotosyntézu, vyménu plynd, respiraci, hormonalni
vyvazenost ¢i DNA replikaci (napiiklad Meller et al. 2007; Nada et al. 2007; Peleg and
Blumwald 2011).

Schopnost translokace Cd do nadzemnich ¢asti je vyvinuta pfedev§im u rostlin zvanych
hyperakumulatory, které na rozdil od ostatnich rostlin nezadrzuji vétsinu kovti v kotenech, ale
transportuji je xylémem do stonku a listi. Aby byl kov v kofenech hyperakumulétorii efektivné
translokovan do xylému, aktivita vakuolarniho systému zajistujici jeho sekvestraci v kotenech
je snizena (Lasat et al. 2000). Obecné se predpoklada, ze translokace Cd do nadzemnich ¢asti je
oproti prenosu mineralnich prvkd pomalejsi a tizce souvisi s listovou transpiraci (Ueno et al.
2008). Pro vstup do xylému vS8ak hraji dalezitou roli také pienaSece a kanaly na plasmatické
membrané¢ xylémovych bunék. Jeden z vyznamnych pfenasecd je napiiklad HMA4, jehoz
genova exprese je béhem vyskytu Cd ¢i Zn v kofenech Thlaspi caerulescens vyrazné zvySena

(Papoyan and Kochian 2004). Jakmile se kov dostane do xylému, je transportovan v komplexu
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Sriznymi chelatacnimi latkami, kterymi mohou byt napiiklad organické kyseliny (citrat),
aminokyseliny nebo peptidy. Kovy se v nadzemni ¢asti ukladaji ¢astéji spiSe ve starSich listech,
a to ve vrstvach bunécnych stén kolenchymatickych buné€k, které jsou bohaté na pektiny
(Vollenweider et al. 2006). Mechanismus translokace kovii do nadzemni ¢asti neni stale zcela
objasnén a popsan, ackoliv se jednd o jeden znejvyznamngjSich krokd v prubéhu
hyperakumulace. Situace je ztizena také tim, Ze kazda rostlina je svym chovanim v uréitém
ohledu specificka, coz je dano rostlinnym druhem, klonem ¢i napiiklad mistem, na kterém

rostlina roste.

5.1.2 Vliv kadmia na ruast rostlin a anatomii korene

Fytotoxicita vyvolana Cd zasahuje rostliny na mnoha trovnich jejich ristu a vyvoje.
Mezi vnéjsi symptomy toxicity patii napiiklad tendence k rolovani listi, pfitomnost listovych
chloréz a nekr6z ¢i redukovany elongacni rtst stonku i kotene s naslednou niz§i akumulaci
biomasy (Choppala et al. 2014). ZasaZena je také Cinnost praduchd, tvorba chlorofylu,
elektronovy transportni fetézec, tvorba vitaminu D a cely fotosynteticky aparat (Ali et al. 2014;
Yan et al. 2016). Zaména iontd Mg v molekule chlorofylu za ionty Cd?* vede jednak
K naruseni stability celého pigmentu, dochazi vSak také k poSkozeni celkové morfologie
samotnych chloroplasta (Zhang and Chen 2011; Parmar et al. 2013).

Kadmium pusobi ¢etnd poskozeni také u ostatnich organel a komponent rostlinnych
bunék, vcetné pro Zivot nezbytného cytoskeletalniho aparatu. Mikrotubuly jsou nedilnou
soucasti cytoskeletu bun€k, ve kterych zajistuji spravny bunéény rist, diferenciaci, déleni
bunék, pohyb organel a pfenos bunééného materialu (Collings 2008). Pro spravnou funkci
téchto dynamickych vlaken jsou nezbytné nejriznéjsi druhy proteinli asociovanych s MTs, které
dokazi stejn¢ jako MTs reagovat velmi rychle na zmény prostredi (Krtkova et al. 2016).
Mikrotubularni cytoskelet je oproti aktinovému cytoskeletu vyrazné citlivéjsi na pritomnost Cd,
jak bylo popsano naptiklad u zelenych tfas (Piibyl et al. 2005). ZvySena hladina reaktivnich
forem kysliku (ROS), navozena béhem Cd stresu, vede k prestavbam a modifikacim MTs a ma
vyrazny vliv na genovou expresi a posttranslatni modifikace tubulinu (Gzyl et al. 2015).
V kofenovych S$pickach cibule stresované Cd dochazi k vyrazné depolymeraci MTs, snizeni
mitotického indexu a nepravidelnému uspotadani jadernych MTs (Xu et al. 2009b). Mezi dalsi
defekty vyvolané Cd patii reorientace kortikalnich MTs, naruseni déliciho vieténka a nasledné
zpozdéni mitdzy nebo tvorba polyploidi (Siddiqui et al. 2009). Podstatou téchto defektu je
vazba iontti Cd** na B-tubulin, coZ vede k neschopnosti tvofit spravné mikrotubularni struktury
(Parween et al. 2011).

Kofeny rostlin pfichazi jako prvni rostlinné organy do styku s tézkymi kovy v padé. U

vétSiny rostlin nachazime vyssi koncentrace Cd v kofenech ve srovnani s nadzemni ¢asti, coz
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svéd¢i o tom, ze cesta Cd je uspésné zastavena jiz na urovni xylému. Tézké kovy maji znacny
vliv na chovani a vitalitu kofentl, dochazi naptiklad k inhibici ristu postrannich kotfentl, zatimco
koten hlavni ma Casto piedCasné¢ ukonceny rist a dochazi u néj k vyraznému tloustnuti. Na
kofenech se také v nékterych piipadech vyskytuji hnédé nekrotické skvrny (Wojcik and
Tukiendorf 2004). Nejaktivnéjsi jsou v pfijmu mineralnich latek apikalni a subapikalni vrstvy
kotene (Sun et al. 2013), predstavované bunkami kotenové Cepicky, které chrani citlivé buiky
kotenového apikalniho meristému.

Piijem Cd kofeny a pienos do xylému probiha apoplastem i symplastem (Song et al.
2017). Jako jedno z hlavnich apoplastickych vstupnich mist pro Cd je povazovan apikalni
meristém kotenové $picky, a to pfedevsim v téch piipadech, kdy je suberinova lamela vyvinuta
az ve vetsi vzdalenosti od $picky (Lux et al. 2004; Tao et al. 2017). B€hem apoplastické cesty
poté pichazi kovy do styku s vnéjsi ¢asti kofene zvanou rhizodermis. Rhizodermis je vrstvou,
ktera slouzi piedev§im k absorbci vody spolu s rozpusténymi soluty z pidy. Jeji absorpéni
kapacita je velmi Casto zvySena tvorbou kofenovych vlaski, které pifijimaji nejen mineralni
latky, ale také latky toxické. U mnoha rtiznych druhil rostlin bylo prokazano, ze Cd vede ke
zvySené produkci kofenovych vlaskli v blizkosti kofenové Spicky, coz je ziejme zpusobeno
vlivem rychlejsiho dozravani rhizodermalnich bunék a také jako diasledek redukce
prodluzovaciho rustu kotene vlivem toxického ptisobeni Cd (Seregin and Ivanov, 2001; Vitoria
et al. 2003; Duréekova et al. 2007).

Apoplasticka cesta pokracuje dale kortexem, na néjz navazuje endodermis vyztuzena
Caspariho prouzky, chranici cévni svazky kofene. Vrstva priléhajici ke xylému se nazyva
pericykl. V oblasti kortexu dochazi vlivem Cd k rozpadu bunék, coz vede k tvorbé
intracelularnich trhlin a vzniku bunék s nepravidelnou stavbou (Lunackova et al. 2003).
Soubézné s endodermis se u ¢asti krytosemennych rostlin tvoii vrstva exodermis, jejiz role a
stavba je v porovnani s endodermis téméf totozna (Ma and Peterson 2003). Praveé tyto tii vrstvy,
rhizodermis, endodermis a exodermis, tvoii hlavni bariéry pro vstup tézkych kovi do xylému
(Lux et al. 2011a). V nékterych piipadech se u rostlin stresovanych tézkymi kovy véetné¢ Cd
mizeme setkat s vyssi aktivitou ukladani ligninu ¢i suberinovych lamel v oblasti rhizodermis,
pericyklu, nebo endodermis, coz vede k jesté vetsi ochran¢ cévnich svazkil kotene (Lunackova
et al. 2003; Lux et al. 2004). V pifipadeé, ze dojde k poskozeni endodermis, ¢i k absenci
Caspariho prouzkl, mize Cd prochazet ve vétsi mife nekontrolované do xylému, jak bylo
popsano naptiklad v publikaci od Lux et al. (2004).

Transport Cd pomoci symplastu, tedy skrz plasmodesmata, neni pfesné prozkoumany, ale
predpoklada se, ze je mozny (Verbruggen et al. 2009). Hlavni roli v redukci prichodu Cd
symplastem hraji fytochelatiny (PC), zajist'ujici naslednou sekvestraci kovu ve vakuole (Lux et
al. 2011a). Apoplasticka cesta je vSak dominantnim mechanismem transportu Cd kofenem, o

¢emz svedci také jiz vySe zminény fakt, Ze u vétSiny rostlin nachazime jen malou koncentraci
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Cd v nadzemni ¢asti, a to pravé diky u¢innym bariéram ve vnitini struktute kofene, které brani

vstupu Cd do cévnich svazki kotene.

5.1.3 Zpisoby detoxikace kadmia, aktivace chelata¢nich slouc¢enin
a antioxidacnich drah

Rostliny si v prubéhu evoluce dokazaly vyvinout G¢inné mechanismy obrany pied
téZkymi kovy jiz na urovni bunék kofend. Jsou naptiklad schopné adsorbovat kovy
na zapornych skupinach sloucenin bunécnych stén kofenovych bunék (pektiny,
homogalakturonany, extracelularni uhlikaté slouceniny) (Krzestowska 2011), hromadit kov ve
svych vakuolach a omezit tak jeho toxické pusobeni (Sharma et al. 2016), aktivovat
antioxidaéni systémy ¢&i zpevnit vrstvu exodermis nebo endodermis s Caspariho prouzky a
zabranit tak vstupu kovi apoplastem do xylému (Gomes et al. 2011). Neékteré rostliny jsou
dokonce schopné uvolnovat do pidy organické latky, které mohou vazat a izolovat tézké kovy
v pudeé (Schwab et al. 2005). Tento mechanismus tak mize chranit kofeny pied toxickym
pisobenim tézkych kovii véetné Cd (Liao and Xie 2004).

V piipadé, ze koncentrace tézkého kovu dosahne v buiice svého maximalniho limitu,
dojde k aktivaci metabolickych drah, jejichZ ukolem je tvorba chelataénich latek detoxikujicich
pritomny kov a branicich tak jeho toxickému ptisobeni na rostlinu. Béhem detoxikace dochazi k
prednostni vazbé kovu na chelata¢ni latku, nejcastéji na siru (S) obsahujici ligand. Komplex
chelator-kov mize byt nasledné¢ deponovan do vakuoly, kde je zabranéno jeho toxickému
pusobeni (Clemens 2006). Je znamo nékolik pfenasec¢t a pump transportujici tyto komplexy
pies tonoplast. Jednd se napiiklad o H*/Cd®* antiportéry CAX ¢&i napiiklad nejrizngjsi P-
ATPazy (Morel et al. 2009; Korenkov et al. 2009; Verbruggen et al. 2009).

Jednémi znejdulezitéjSich chelatanich slouCenin jsou PC, peptidy odvozené
od glutationu (GSH), obsahujici vy$§i mnozstvi cysteinu. PC slouzi pfevazné
pro detoxikaci Cd a As (Cobbett and Goldsbrough 2002). Jsou syntetizovany v cytosolu a jako
komplex transportovany do vakuoly. Jejich aktivace je spuSténa pfitomnosti tézkych kovi, a to
piedevsim Cd (Seregin and Kozhevnikova 2008). lonty Cd?* se vazi k PC pomoci thiolové — SH
skupiny na cysteinu a jsou prenaseny ABC prenaseci do vakuoly (Di Toppi and Gabbrielli
1999). Podle Zhang et al. (2010) slouzi PC k detoxikaci spiSe ve stoncich, nez v kofenech. Dalsi
dilezité a efektivni chelatory Cd jsou metalothioneiny (MT), na cystein bohaté peptidy
obsahujici obvykle 45 - 85 aminokyselin. Chemicka struktura MT a jejich celkovy obsah
V organismu se mezi rostlinami a savci zna¢éné 1isi (Zimeri et al. 2005). MT jsou V buiice
syntetizované v rizné mife nejen béhem stresu, ale také v zavislosti na vyvojovém stadiu

rostliny (Rauser 1999). V detoxikaci Cd ziejmé& MT nemaji tak dominantni roli jako PC, ale
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predpoklada se, ze dokazi regulovat toleranci viici tézkym koviim a chranit bunky pted vyssim
obsahem (ROS) (Leitenmaier and Kiipper 2013). Neméné dulezitou chelataéni slouceninou, a
jiné také jako prekurzor syntézy PC (Rauser 1999). GSH je vysoce mobilni sloucenina s
thiolovou skupinou a jeji vyskyt, ¢asto i ve vyssich davkach, je mozny detekovat v kterémkoliv
rostlinném pletivu véetné xylému a floému. GSH efektivné snizuje koncentrace ROS
v rostlinach, podili se na detoxikaci tézkych kovii a na spravném fungovani sacharidového
metabolismu, Gcastni se také regulace aktivity enzymu fotosyntetického aparatu (Schurmann
and Jacquot 2000; Pietrini et al. 2003). Aplikace redukovaného GSH rostlinam stresovanym Cd
vyrazné¢ omezuje piijem Cd z hydroponického média a translokaci kovu do nadzemnich ¢asti
rostlin (Nakamura et al. 2013).

Dal$im zptsobem, jak 1ze redukovat negativni dopad kovu a tvorbu ROS v rostling, je
aktivace antioxidacnich systémti. ROS slouzi v mensi mife jakozto dilezité signalni molekuly,
jejichz produkce je za normalnich podminek pod pfisnym dohledem organismu. Jakmile je vSak
tvorba ROS vyss8i nez aktivita antioxida¢nich systému a detoxikacnich mechanismii, dochézi
v rostlinném téle k nejriznéjsim druhtim poskozeni. Tézké kovy vedou k oxidativnimu stresu a
produkci ROS, které vznikaji jako intermediaty béhem excitace kysliku (O2) na singletovy
kyslik (*O,). Mezi ROS fadime naptiklad peroxid vodiku (H20,), superoxidovy radikal (O27)
nebo hydroxylovy radikal (OH’) (Kapoor et al. 2014). Cd zpUsobuje oxidativni stres
a zvySenou tvorbu ROS pravdépodobné skrze interakci s antioxida¢nimi systémy, naru$enim
elektronového transportniho fetézce ¢i indukei lipidové peroxidace. Rostlinné antioxida¢ni
systémy jsou schopné ucinné vychytavat volné radikaly kysliku a redukovat tak vznikajici
oxidativni stres. Antioxidant je molekula schopna u¢inné zabranovat oxidaci ostatnich molekul
tak, Ze je oxidovana ona sama. NejCastéji se proto setkame s antioxidanty v podobé
redukovanych molekul. Mezi nejznaméjsi antioxidacni enzymy rostlin patii naptiklad superoxid
dismutaza (SOD), ktera pfeménuje O~ na H2O», z néhoz nésledné vznika redukei voda a kyslik.
Na ni navazuji rGzné druhy peroxidaz, kataldz a reduktaz, které eliminuji mnozstvi peroxida
v organismu. Nejcastéjsim mistem vzniku ROS jsou u rostlin chloroplasty, mitochondrie a
peroxisomy. Mezi neenzymatické antioxidanty fadime jiz zminény GSH, kyselinu askorbovou,
thioly, karotenoidy, tokoferoly ¢i fenolické latky (Bhaduri and Fulekar 2012). Stru¢né schéma

znézornujici pasobeni Cd na oxidacné redukéni mechanismy buné€k shrnuje obr. 1.
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Obr. 1: Schématicky (hypoteticky) diagram ptsobeni Cd na oxidaéné redukéni procesy
v rostlinnych burikach. Pfijem Cd koteny vede k inaktivaci GSH a askorbatu, ¢imz vznika
peroxid vodiku. Ten muze jednak indukovat antioxida¢ni systémy a zvysit tak zivotaschopnost
bunek, miize se vSak také stat signalni latkou, podporovat lignifikaci a vést tak k buné¢né smrti.
Peroxid vodiku zptsobuje rovnéz oxidativni poskozeni sfingolipidi, DNA a proteint, coz vede

opét k bunééné smrti. Prevzato z Choppala et al. (2014).

5.1.4 Vliv kadmia na p¥ijem vybranych mineralnich prvki

SloZeni a vyvazenost mineralni vyzivy je dulezita pro spravny rust a vyvoj rostlin, stejné
jako pro jejich maximalni vynos a kvalitu produkce. Mineralni latky jsou také piinosné pro
spravnou aktivitu antioxidacnich systémt, nezbytnych b&hem redukce stresu vyvolaného
tézkymi kovy. Kadmium plisobi negativn¢ jak na piijem mineralnich latek, tak na jejich
rozlozeni v rostlinném téle. Pfijem Cd kofeny rostlin je dan nespecifitou kationtovych pienasect

na plasmatické membran¢, mezi néz patii naptiklad rodina ZIP ¢i NRAMP (Clemens 2006).

17



Draslik (K) je dilezity kationt zajiStujici naptiklad rovnovahu vnitintho pH, bunécny
rast, spravnou osmoregulaci ¢i aktivitu velkého mnozstvi enzymi (Mengel 2006). Dale ma také
pozitivni vliv na ochranu rostlin pfed oxidacnim stresem vyvolanym toxicitou Cd, zvysuje
aktivitu antioxida¢nich enzym, tvorbu chlorofylu a produkci prolinu. Nejvyssich koncentraci
dosahuje K ve vakuole, kde velkou mérou fidi osmoticky potencial (Carroll et al. 1994) a
Vv cytosolu, kde se ucastni predevsim aktivace enzymu, energetického metabolismu ¢i transportu
mineralnich prvka (Szczerba et al. 2009). Nékteré studie uvadi, ze obsah Cd klesa v listech
rostlin oSetfenych vys§imi davkami K (Siddiqui et al. 2012). Vzhledem k vysokému piijmu
dokaze K nespecificky omezovat piijem nékterych mikroelementti, tézkych kovl a ostatnich
kationtti, jakymi jsou napiiklad Mg?*, Ca?* (Tuma et al. 2014) a ovliviuje také ostatni druhy
abiotického stresu véetné sucha, chladu, tepla ¢i nadmérného ozafeni (Cakmak 2005).

Vépnik (Ca) ma stejné¢ jako K positivni vliv na fyziologické parametry, antioxidacni
aktivitu nebo eliminaci peroxidace lipidovych membran (Khan et al. 2010). Vapnik patii mezi
prvky, u nichZ existuje antagonisticky vztah v pfijmu vici Cd. Tyto dva ionty spolu diky
vzajemné podobnosti kompetuji o vazebna mista a je prokazano, Ze vyssi davky Ca mohou
vyrazné redukovat piijem Cd z ptdy (Avelar Ferreira et al. 2013).

Hoicik (Mg) patii mezi dilezit¢ makroelementy slouzici naptiklad k aktivaci enzymi
Rubisco, glutaminsyntasy, fruktosybisfosfatasy, je dalezitym vazebnym komponentem mezi
ATP a enzymy protonovych pump, je nezbytnou soucasti molekuly chlorofylu a slouzi ke
spravnému prenosu uhlikatych sloucenin, produkci tukd nebo aktivaci enzymi dulezitych pro
syntézu nukleovych kyselin (Marschner 1995; Hermans et al. 2013). Mnozstvi Mg se
v nadzemnich c¢astech rostlin vlivem pusobeni Cd zvySuje, coz mize byt dano snahou o
znovuobnoveni ¢i opravu fotosyntetického aparatu naruseného ptisobenim Cd (Nikoli¢ et al.
2014).

Sodik (Na) je prvek hojné se vyskytujici v piidach i ve vodé¢, kde vede jeho pfitomnost
K riznym stupitim salinity (NaCl). Nezbytnost Na byla prokdzana u malé skupiny Cj rostlin,
kde je nutna jeho pfitomnost pro transport pyruvatu do chloroplasti (Furumoto et al. 2011). Pro
vétsinu rostlin vSak neni Na esencialnim makrobiogennim prvkem, ale stava se dulezitym pouze
pii nedostatku K, ktery v rostlinném téle diky chemické podobnosti mize zastoupit (Maathuis
2013). Transportni protein LCT1 je schopny pienaset jak ionty Na*, K* a Ca%, tak ziejmé i
ionty Cd%, coz miize mit vliv na zastoupeni Na v rostlinich stresovanych vy$§imi davkami Cd
(Antosiewicz and Hennig 2004).

Zinek (Zn) patii mezi mikroprvky, pfi vyssich davkach vsak muze pfispivat k toxicité
a zplsobovat v rostliné podobné reakce jako stres vyvolany tézkymi kovy. Zinek je dilezity pro
spravny rast kofenti, syntézu chlorofylu, metabolismus auxinu, kontroluje spravnou funkci pylu
a zaroven je také dileZitou katalytickou soucasti vice jak 300 enzymi (Pandey et al. 2006;
Hiansch and Mendel 2009; Emamverdian et al. 2015). Béhem stresu vyvolaného Cd dokaze Zn
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snizovat rozpad molekul chlorofylu, degradaci DNA, lipidovou peroxidaci a indukovat syntézu
PC a MT (Taspinar et al. 2011; Vurro et al. 2011). Pfi ptijmu dochdzi mezi Zn a Cd k vyrazné
kompetici. Aravind et al. (2009) zjistili, ze Zn, na rozdil od Cd, inhibuje u rostlin stresovanych
Cd oxidaci NADPH a brani tak vzniku ROS. Ionty Zn?* jsou chemicky podobné iontim Cd?* a
mohou byt timto t€Zky kovem zaménény na svych vazebnych mistech. Navic bylo zjisténo, Ze
ptijem Cd kofeny sdili stejné transportni mechanismy jako Zn, u ¢eledi Brassicaceae je znamo
hned nekolik spole¢nych pienaseén (HMAZ2, 3, 4, NRAMP4, YSL) (Kleckerova et al. 2011).
Vzhledem k tomuto faktu je mozné se domnivat, ze by vyssi koncentrace Zn mohly negativné
ovlivitovat ptijem Cd kofeny. V literatufe se setkdme se studiemi zabyvajicimi se interakci Cd a
Zn, pfiCemz je nutné brat zfetel pfedev$im na pouzitou koncentraci Zn. Jak uvadi Cherif et al.
(2011), vysoké koncentrace Zn vedou spolu s ptidavkem Cd ke zvySujicimu se oxida¢nimu
stresu, zatimco niz$i davky Zn snizuji toxicitu Cd. Ke stejnému zavéru dosli napiiklad Balen et
al. (2011), Tuma and Svojanovska (2015) ¢i Aravind and Prasad (2003), Vjejichz
experimentech plsobil Zn pozitivné na redukcei lipidové peroxidace, aktivitu peroxiddz, nebo
poskozeni DNA vlivem Cd a zaroven vedl k redukci pfijmu Cd kofeny.

Studium pfijmu mineralnich latek a jejich interakce s Cd je dulezita oblast vyzkumu,
ktera by neméla byt opomijena. Jak potvrzuji nékteré studie, akumulace Cd
a dal$ich tézkych kovu rostlinou 1ze u¢inné redukovat pomoci spravné mineralni vyzivy (Sarwar

et al. 2010).

5.1.5 Vliv kadmia na vybrané stresové signalni latky

Toxicky vliv Cd na rostliny je znacny, ovlivnéna je nejen fyziologie ¢i anatomie rostliny,
ale také produkce stresovych signalnich latek. Uved'me napiiklad zvySenou produkci ROS,
zvySenou aktivitu peroxidace membranovych lipidd spojenou s hromadénim malondialdehydu
(MDA), vliv na zastoupeni zakladnich aminokyselin a koncentraci prolinu, glutationu, kyseliny
salicylové (SA), karotenoidu ¢i fenolickych latek (lignin, tanin, flavonoidy).

Vyznamnou signalni molekulou stresu vyvolaného Cd je MDA. Jedna se
0 vedlejsi produkt vznikajici aktivitou volnych radikalt kysliku béhem peroxidace lipidovych
membran. Rostliny stresované Cd vykazuji ve svych pletivech vyssi obsah ROS, zvyseny je
proto také obsah MDA a H,0,, diky ¢emuz lze dobie studovat stresovou reakci. Toto chovani
bylo popsané v mnoha studiich (Schiitzendiibel et al. 2001; Olmos et al. 2003; Rodriguez-
Serrano et al. 2006), na druhou stranu vSak muZeme najit také experimenty, ve kterych nebyl
prokazan vliv Cd na hromadéni MDA nebo i H20: (Zornoza et al. 2002; Bianucci et al. 2012) a
je proto dulezité dbat na pozadi experimentti popsanych v literatute.

Dal$i vyznamnou molekulou, kterou rostliny produkuji pii Cd stresu, je prolin.

Aminokyselina prolin funguje nejen jako signalni molekula, ale také jako antioxidant
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a chelator kovi. Prolin vznika pomoci dvou biochemickych drah, a to bud’ pomoci glutamatové,
nebo ornithinové drahy. Dulezitym enzymem podilejicim se na vzniku prolinu b&éhem
glutamatové drahy je enzym glutamat kindza, jejiz aktivita je regulovana na zakladé zpétné
vazby informujici o obsahu prolinu v organismu. V ptipadé zvyseného stresu u rostlin $penatu
vyvolaného pifidanim Zn a Cd dochazelo ke sniZeni aktivity glutamat kindzy. Aktivita tohoto
enzymu byla navic specificka pro rizné ristové faze a zavisela na schopnosti rostliny adaptovat
se na stresovou situaci (Pavlikova et al. 2008). Dale bylo popsano, Ze exogenni piidavek prolinu
zmiriuje stresovou reakci pii stresu Cd a redukuje mnozstvi ROS v rostlinném téle (Xu et al.
2009a). U rostlin vystavenych vyss§im davkam Cd dochazi k vyssi akumulaci prolinu (Canakci
and Dursun 2013). Stejn¢ jako prolin, také nékteré ostatni aminokyseliny hraji dtlezitou roli ve
stresové odpovédi na Cd, pficemz jejich hladiny se mohou v reakci na kov zvySovat, Ci
snizovat. Xie et al. (2014) uvadi, Ze pfijem Cd vedl k vyssi produkci asparaginu a domnivaji se,
ze vy$si koncentrace této aminokyseliny mize hrat roli v detoxikacnich procesech nebo béhem
biosyntézy chelatacnich latek. Dalsim ptikladem dulezitosti aminokyselin je naptiklad analyza
jejich obsahu v xylému fepky olejky (B. napus), ktera odhalila, ze pti stresu Cd dochazi ke
zvySeni koncentrace prolinu, cysteinu a glutationu a zaroven ke snizeni obsahu kyseliny
asparagové (Nakamura et al. 2008). Jedna z hypotéz piisuzuje vyznamnou roli také histidinu,
aminokyseliné objevujici se ve vysSich mnozstvich v kofenech rostlin hyperakumulujicich nikl
(Ni). Histidin tvofi komplexy s bivalentnimi kationty vetné Ni, které jsou pak piepravovany do
xylému a dale do nadzemnich ¢asti rostlin (Callahan et al. 2006).

Kyselina salicylova je vyznamnou signalni slouCeninou a ristovym hormonem
ovliviiujicim toleranci a vyvoj rostlin béhem nepfiznivych podminek, jako je teplotni ¢i
osmoticky stres, zasoleni nebo rtizné biotické stresy véetné stresu vlivem tézkych kovu (Liu et
al. 2016). Existuje mnoho studii dokladajici aktivaci antioxida¢nich systémui diky exogenné
pfidané SA k ristovému médiu a naslednou redukci oxidacniho poskozeni vlivem tézkych kova.
Takto pfidand SA dokéze redukovat pfijem a akumulaci Cd a zpeviiovat bunééné membrany ¢i
chranit fotosynteticky aparat béhem Cd stresu (Zhang and Chen 2011; Wang et al. 2013). Ali
et al. (2015) uvadi, ze exogenni aplikace SA vedla u rostlin fepky olejky (B. napus)
stresovanych Cd kredukci ROS, aktivaci antioxidacnich systémi a obnové spravného
redoxniho potencialu, snizeni koncentrace MDA a regulaci vymény plynt. Jiz méné studii se
zabyva pochopenim funkce a vlivu endogenni SA na stresovy stav v rostliné. Naptiklad
Zawoznik et al. (2007) uvadi, ze endogenni SA muze byt dileZitou signalni molekulou pro
udrzovani ¢i dokonce zesilovani Cd vyvolaného oxidativniho stresu. Z vysledkti nedavnych
experimentd také vyplyva, ze hladina endogenni SA je izce spojena s mirou exprese genu pro
GSH syntetazu, enzymu katalyzujiciho tvorbu GSH a vyrazné se tak podili na regulaci stresu
vyvolaného napiiklad t€Zkymi kovy (Guan et al. 2015). Kyselina salicylova se vyskytuje u

rostlin jednak ve volné formé&, a jednak ve formé vazané. Krantev et al. (2008) pozorovali
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v listech kukufice, Ze koncentrace volné SA po aplikaci Cd mirné poklesla, zatimco hodnota
vazané SA vzrostla témét 10x oproti kontrole. V experimentu od Metwally et al. (2003) bylo
dale popsano, Ze aplikace Cd vedla ke zvySeni obsahu volné SA v kofenech jeCmene. Tyto
vysledky ukazuji, ze nadbytek volné SA dokaze inhibovat toxicitu Cd tvorbou komplexti Cd-
SA.

Dalsim faktorem, ktery muZze hrat dalezitou roli pfi snizovani stresu vlivem Cd, je
ptitomnost sloucenin, které dokazi vychytavat ROS. Jak jiz bylo zminéno, pfitomnost Cd vede
ke zvysené tvorb&é ROS, jejichz pusobenim dochazi k rozliénym negativnim efektim uvnitt
rostlinnych t€l. Jednou ze sloucenin, ktera je schopna vychytavat H2O», je benzoat sodny (BS).
Benzoat sodny, podobné jako antioxidanty, chrani molekuly chlorofylu pfed degradaci, snizuje
lipidovou peroxidaci a reguluje koncentraci GSH u rostlin stresovanych tézkymi kovy (Gallego
et al. 1996; Chien et al. 2001). Kofeny ryze oSetfené aplikaci BS vykazovaly v ristovém médiu
obohaceném o Cd nizs8i aktivitu MAP kinazové drahy, kterd je spousténa pii nejriiznéjsich
stresech vedoucich k produkci ROS (Yeh et al. 2007). Tyto poznatky vedou k domnénce, ze BS
by mohl u¢inné chranit rostliny stresované tézkymi kovy pied produkci ROS a omezovat tak

jejich toxicitu jiz na bunééné trovni.

5.2 Fytoremediace

Skodlivé latky v ptdach nelze ve vét§ing piipadt degradovat biologicky, jejich
pritomnost se proto stava velkym problémem pro mnoho lidi i zivo¢icht. Tézké kovy se Casto
nachazi na rozséhlych plochach a jejich odstranéni je ¢asové i finanéné& naroéné. Legislativa CR
udava jako preventivni hodnotu obsahu Cd v b&znych piidach 0,5 mg Cd kg? susiny a v lehkych
ptdach 0,4 mg Cd kg? susiny (Vyhlaska 153/2016 Sh.). Vzhledem k t&mto skuteCnostem se
stivd metoda fytoextrakce velmi efektivni a ekonomicky vyhodna. Jednd se o metodu
vyuzivajici pfirozenou schopnost nékterych druhit rostlin akumulovat tézké kovy zpid a
nasledné je skladovat ve svém téle. Prvni zminka o moznosti vyuzit rostliny pro tyto ucely se
objevila jiz vroce 1983 (Chaney 1983). Kromé fytoextrakce lze redukovat negativni vliv
tézkych kova v pudé také napiiklad pomoci rhizofiltrace, fytostabilizace nebo fytovolatilizace
(Obr. 2).

Rostlinné druhy, které dokazi tolerovat a prospivat na toxickych pudach, se nazyvaji
metalofyty. Jedna se Casto o endemity vazané na pudy obohacené o velké mnoZstvi iontt kovi
(Raskin and Ensley 2000). Neékteré metalofyty dokazi akumulovat do svych tél enormni
mnozstvi kovii (> 10 000 Mn, Zn, > 1000 Ni, Co > 100 Cd mg.kg?) (Robinson et al. 1999;
Escarré et al. 2000; Boyd and Jaffré 2009; Pollard et al. 2009; Wang et al. 2009; Kriamer 2010)

a v ptipadé, ze kovy translokuji z kofenti do svych nadzemnich ¢asti, nazyvame tyto rostliny
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hyperakumulatory. Kritériem pro ziskani oznaceni ,rostlinny hyperakumulator” je schopnost
akumulovat kovy v koncentraci, ktera je stonasobné vyssi, nez koncentrace daného kovu u
ostatnich rostlin rostoucich na stejné pudé (Ent et al. 2013). Charakteristickym znakem pro
hyperakumulatory je také hodnota poméru obsahu kovii v nadzemni/kofenové casti, ktera by
méla byt vyssi jak ,,1°. V soucasné dob¢ je znamo vice nez 400 rostlinnych druhd, které jsou
popsany jakoZto hyperakumulatory (Reeves et al. 2018).

Rostlinny druh vhodny pro fytoextrakce by mél spliiovat urcité vlastnosti, jako je vysoka
odolnost vii€i toxicité vyvolané tézkymi kovy, rychly rist s dostateCnym mnozstvim biomasy,
rozsahly kotfenovy systém, nizké naroky na péstovani a v neposledni fad¢ schopnost akumulace
vysSich davek tézkych kovii do svych nadzemnich c¢asti spolu s vysokym transloka¢nim
faktorem (Garbisu et al. 2002). Tyto vlastnosti je vSak tézké zkombinovat. Rostliny vyuZivaji
vétSinou pouze dvé hyperakumulacni strategie. Jedna skupina akumuluje vysoka mnozstvi kovi
do svych tél, avSak objem jejich biomasy je maly a vétSinou dokazi pfijimat pouze jeden ¢i dva
druhy kovu, které jsou pro né& specifické (Thlaspi caerulescens). Druha skupina zahrnuje
rostliny s velkou biomasou, schopné akumulovat vicero druhui téZkych kovu, avSak piijem
téchto iontl kofeny neni velky (Raskin and Ensley 2000).

Nejznamnéjsim a pravdépodobné nejvice studovanym hyperakumulatorem je Noccaea
caerulescens (Thlaspi caerulescens), rostlina schopna akumulovat do svych nadzemnich ¢asti

vyznamna mnozstvi Zn a Cd (Hernandez-Allica et al. 2006). Potencial pro akumulaci Zn a Cd
se vyskytuje také u neméné znamé Arabidopsis halleri (Tlusto$ et al. 2016). Prokazanymi

hyperakumulatory niklu (Ni) jsou napiiklad zastupci rodu Alyssum (Broadhurst and Chaney
2016), hyperakumulatorem arsenu (As) je pak kapradina Pteris vitata (Huang et al. 2016). Mezi
hyperakumulatory Cd patii naptiklad Amaranthus mangostanus, Sedum alfredii a mnoho
dalgich (He et al. 2015). Velky potencial pfedstavuji diky svému rychlému ristu, rozsahlému
kofenovému systému a vysoké schopnosti akumulovat Cd také dieviny v Cele s nékterymi druhy
topolti (He et al. 2013).

Prestoze je metoda fytoextrakce pfizniva po estetické, environmentalni i ekonomické
strance a je velmi dobfe pfijiméana SirSi vefejnosti, jejim znaénym omezenim a nedostatkem je
bohuzel dlouhd doba, za kterou jsou tézké kovy efektivné odstranény z ptidy, a to pfedevsim ze
znacn¢ zamotenych lokalit. Metodu fytoextrakce lze sice zefektivnit pfidanim chelatacnich latek
a hormonti (kyselina giberelova, auxin, EDTA), ptdnich mikroorganismt, rhizobakterii ¢i
mykorhiznich hub do pudy (He et al. 2015), zaroven s tim vSak ptichazi riziko vyvazovani kovi
a jejich uvolnéni napiiklad do spodnich vod (Wenzel et al. 2003). Je také dulezité¢ dodat, ze u
vysledkt fytoextrakénich experimentli je nutné sledovat zplisob péstovani pokusnych rostlin.
Hydroponické péstovani nam dava celkovy obraz o mozném genetickém piedpokladu a
potencialni toleranci dané rostliny viéi téZzkym kovum, neukazuje vSak, zda rostlina bude

Vv polnich pokusech opravdu schopna hyperakumulace.
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Obr. 2: Zpusoby fytoremediace. Rhizofiltrace — piijem tézkych kovl a zneCistujicich latek
koteny rostlin prorustajicich do kontaminovanych vodnich zdroju. Fytostabilizace — imobilizace
kovli v ptidé pomoci kotenti rostlin. Fytoextrakce — vyuziti rostlinnych hyperakumulatorii pro
akumulaci tézkych kovli do svych nadzemnich casti. Fytovolatilizace — akumulace tézkych
kovi (Hg, Se) rostlinou spolu s jejich naslednou pfeménou na tékavou formu a uvolnéni

do atmosféry. Pfevzato z Kushwava et al. (2015).

5.3 Repka olejka (B. napus) a jeji vyuZiti p¥i fytoremediacich

Pokusnou rostlinou pouZzivanou pii experimentech v ramci predkladané diserta¢ni prace
byla fepka olejka (B. napus). Jedna se o bézné péstovanou a hospodaisky vyznamnou plodinu se
schopnosti tolerovat vyssi davky Cd (Hernandez-Allica et al. 2008). Vyhodou této dvoudélozné
rostliny je jeji rychly rust, rozsahly kofenovy systém, jiz zminéna odolnost vici vyssim davkam
t&zkych kovil, nenaro¢né péstovani a v neposledni fadé ekonomicky piinos. Repka olejka je
vyznamnou plodinou piedevsim diky produkci znacného mnozstvi oleje ve svych semenech.
Park et al. (2012) ukazali, Ze je mozné péstovat fepku na kontaminovanych pudach, jez dokazi
rostliny ¢astecné ozdravit, a zaroven je mozné vyuzit olej z jejich semen pro vyrobu biopaliv.
Cd se do oleje produkovaného semeny ftepky nedostava, jak vyplyva zexperimentu
provedeného v okoli iranskych tovaren, béhem n¢hoz bylo mnozstvi Cd v tomto oleji
analyzovano (Palizban et al. 2015). Schopnost hyperakumulace Cd fepkou olejkou nebyla

v nékterych piipadech v ramci polnich pokust prokazana (pokusy probihaly v kontaminovanych
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oblastech Ciny) (Yu et al. 2012). Zde bychom vSak méli ziejmé brat ohled na pouzity kultivar,
ktery by mohl hrat roli ve schopnosti akumulace kovii. Dokladem toho je nadobovy experiment
od Cojocaru et al. (2016), Rossi et al. (2002), Li et al. (2017) ¢i od Szulc et al. (2015), ktefi
uvadi, ze na zéklad¢ jejich vysledki je B. napus schopna byt potencialnim hyperakumularotem
Cd. Také Ben Ghnaya et al. (2009) a Touiserkani and Haddad (2012) ukazali, Zze rostlinny
kultivar je dualezity detail sehravajici svoji roli ve schopnosti hyperakumulace Cd. Prvni
zminovani ve svém hydroponickém experimentu zkoumali 4 rizné kultivary fepky olejky a
zjistili, Ze dva z nich jsou vici stresu Cd mnohem vice tolerantni, a ze dokazi akumulovat do
svych nadzemnich ¢ésti vice kovu, nez zbylé dva kultivary. Zajimavy experiment testujici
schopnost akumulovat Cd provedli Grispen et al. (2006), ktefi testovali 77 rostlin fepky olejky
nasbiranych z riznych lokalit po celém svété. Béhem hydroponického experimentu ukézali, ze
obsah Cd v biomase miiZe byt sice maly, ale celkovy obsah Cd zalezi na produkci dané rostliny.
Na zaklad¢ tohoto hydroponického experimentu dale vybrali 18 rostlin, které vykazovaly
nejvyssi zastoupeni Cd v nadzemnich Eastech, a pievedli experiment do polnich podminek.
Rostliny péstovali na dvou stanovistich, ktera se lisila obsahem Cd, Zn a hodnotami pH v pude¢.
Vysledek pokusu ukézal, Ze rostliny rostouci v piidé s niz§im obsahem Cd (2,5 mg Cd.kg?) a
vys$sim pH (5,7), akumulovaly do nadzemnich ¢asti vice Cd, nez rostliny v pudé o pH 4,2
a obsahu 5,5 mg Cd.kg™. Toto zjisténi vede k mySlence, Ze celkova efektivita fytoremediace je
u rostlin velmi komplexni zaleZitost zavisla na mnoha nejriznéjSich padnich faktorech a
rostlinném genotypu.

V literatufe se mizeme setkat s mnoha nejriznéj$imi experimenty vyuzivajicimi fepku
jakozto pokusny material pro zkoumani toxicity Cd. Ali et al. (2014) napiiklad zkoumali vliv
Cd na semenacky B. napus. Nizsi davka Cd (100 uM) podle nich vedla k podpote rustu rostlin,
zatimco vysS§i davka Cd (500 uM) jiz zplisobovala klasické symptomy toxicity (inhibovany rast,
niz§i mnozstvi chlorofylu, vyssi obsah MDA a ROS nebo vysSi aktivita antioxidacnich
enzymu). Vyznamny negativni dopad Cd na fotosynteticky aparat (Benyas et al. 2013), slozeni
membranovych lipidt (Nouairi et al. 2006) ¢i hromadéni MDA (M-Kalantari and Oloumi 2005)
u B. napus, byl popsan v mnoha nejriiznéjSich experimentech. Mnoho studii se zabyva také
moznosti redukce Cd stresu aplikaci nejriznéjSich rastovych regulatorti, nebo chelatacnich
latek. Kyselina 5-aminolevulinova dokaze U¢inn¢ snizovat piijem Cd kofeny a podporuje funkci
fotosyntetického aparatu a antioxidacnich systémut (Ali et al. 2015). Podobnych vysledkt bylo
dosazeno také aplikaci kyseliny citronové (Ehsan et al. 2014), oxidu dusného (NO) (Jhanji et al.
2012) ¢i GSH (Nakamura et al. 2013). Aplikace kyseliny ethylendiamin-tetraoctové (EDTA)
naopak vede ke zvysené dostupnosti tézkych kovu pro rostliny a k jejich vy$§imu ptijmu koteny

(Turan and Esringu 2007).
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6. Metodika pokusi

Experimenty = provedené v pribéhu  doktorského  studia  probihaly  nejen
na Univerzit¢ Hradec Kralové, ale také na jinych specializovanych pracovistich (University of
Bayreuth, statni podnik Povodi Labe v Hradci Kralové, Katedra experimentalni biologie rostlin
Karlovy Univerzity). Jako pokusna rostlina byla zvolena fepka olejka (B. napus). Mezi
pouzivané metody pattilo napfiklad nedestruktivni méfeni intenzity fotosyntézy, transpirace ¢i
relativniho obsahu chlorofylu, dadle metody méteni obsahu tézkych kovl a biogennich prvki
Vv jednotlivych ¢astech rostlin, méfeni obsahu jednotlivych aminokyselin, SA, celkového obsahu
chlorofylu, superoxidového radikalu, peroxidu vodiku a dal§ich stresovych markerd.
Anatomickd cast experimentll zahrnovala analyzu fixovanych kofent a vizualizaci ligninu,

detekci Cd na pri¢nych fezech kofeny a imunofluorescencni barveni MTs.

6.1 Pokus €. 1 - Sklenikovy experiment zaméreny na toleranci
ruznych kultivara Fepky vici kadmiu

6.1.1 Zpusob péstovani

Experiment byl proveden formou nadobového pokusu. Semena byla ziskana
z Vyzkumného tUstavu rostlinné vyroby v Praze. Plastové kvétinae o objemu 10 1 byly
umistény v pribéhu mesice dubna ve skleniku Botanické zahrady v Hradci Kralové (vychodni
Cechy, 278 m. n. m.), fotoperioda odpovidala klimatickym podminkam stanovisté (50° 10' 34"
N; 15° 50' 19" E), pramérna teplota se pohybovala ve dne v rozmezi 23 — 26 °C, v noci kolem
16 °C, relativni vlhkost dosahovala zhruba 60%.

Pro experiment byly vybrany 4 kultivary (CZL, Benefit, lwas, ZhongZhuang9) tepky
olejky (B. napus) s odlisnymi charakteristikami rastu, jejich vlastnoti jsou uvedeny v Tabulce 1.
Do kazdého kvétinace bylo naseto deset semen, ktera se nechala naklicit, a poté se jejich pocet
v kazdé nadobé zredukoval na tii rostliny. Zvoleny péstebni raselinovy substrat (RS II) byl
zakoupen od firmy Agro a jeho agrochemické slozeni bylo nasledujici: pH/KCI — 6,20;
mnozstvi ptistupného P 91,4; K 203,0; Mg 202; Ca 1840; Al 74,86; Fe 48,7; Mn 6,6; Cu 0,69
mg.kg? (vyluh Mehlich III). Obsah HM v zeminé ve vyluhu Iucavkou krélovskou byl
nasledujici: Cd 0,1; Zn 38,0; Pb 7,0; As 1,0; Cu 15,0; Cr 12,00 mg.kg™.

Pro ucely experimentu byly zvoleny Ctyfi varianty se tfemi opakovanimi. Jednalo se o
variantu kontrolni, dale o varianty suméle pfidanym Cd (ve formé¢ CdCl..2H;0)
o koncentracich 50, 100 a 150 mg Cd.kg? pidy. Pro piehlednost byly tyto varianty znaceny
v textu a grafech nasledovné: Kontrola, 50 Cd, 100 Cd a 150 Cd. Navazené Cd bylo rozpusténo

Vv destilované vod¢ a ve formé roztoku rovnomérn¢ aplikovano do nadoby se zeminou jesté pied
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samotnym klicenim semen. Zalivky, které nasledovaly béhem experimentu, jiz neobsahovaly
zadné ptfimesi tézkych kovl. Jednalo se o bézné dostupnou pitnou vodovodni vodu. Rostliny

byly péstované v nadobach po dobu 30 dni.

Tab. 1: Charakteristika pouzitych kultivara fepky olejky (B. napus)

Genotyp Tvirce | Provenience Typ Charakteristika Poznimka
, . rany, nizka
VURYV, . . ) Slechtitelsky
CZL-20/1 ) Cina/CR 0zim mrazuvzdornost,
V.V.I. material (linie)
zlutosemennost
odli$né spektrum
_ SELGEN, y ) . - .
Benefit CR 0zim kultivar (linie) proteint (tzv.
a.s.
dehydrind)
odlisny habitus,
lwas ? Japonsko jafina kultivar (linie) neni odolna k
mrazu
5 ) ) o rany, velmi nizka
ZhongZhuang9 ? Cina poloozim | kultivar (linie)

mrazuvzdornost

6.1.2 Méreni fotosyntetickych parametri

Fluorescence chlorofylu a relativni mnozstvi chlorofylu bylo méfeno pomoci pfistroju
fluorometru OS1p (Opti-Sciences, USA) a piistrojem Chlorophyll Content Meter CCM-200
(Opti-Sciences, USA), intenzita fotosyntézy byla méfena pomoci unfracerveného analyzatoru

plyni LCpro+. VSechna méfeni probihala 24 hodin pied sklizni. B&hem sklizné byly

vvvvvv

6.1.3 Mineralizace vzorki a méFeni obsahu kadmia pomoci AAS

Kofeny a nadzemni casti byly sklizeny a omyty destilovanou vodou. Jednotlivé casti
rostlin byly poté vysuseny do konstantni hmotnosti pti 65 °C (Venticell 707; Ilabo, Borsovska,
Kyjov, CZ) a homogenizovany pomoci laboratorniho mlynku na jemny prasek.

Mineralizace vzorkt prob¢hla v laboratofi statniho podniku Povodi Labe v Hradci

Kralové. 0,3 g jemné namletého vzorku bylo smichano s 1 ml H0, a 3 ml HNO;
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a rozlozeno v mineralizacnim zatizeni (Berghof Speedwave MWS-4). Program sestaval
z tristupnového teplotniho rozkladu (180 °C 20 min, 190 °C 30 min, 100 °C 10 min). Vzorky
byly poté doplnény destilovanou vodou na objem 15 ml. Stanoveni obsahu Cd, K, Ca a Na
probéhlo na Univerzit¢ Hradec Kralové za pomoci atomového absorp¢niho spektroskopu AAS

SOLAAR M5 (Thermo Electron Spectroscopy Ltd., Solaar House, Cambridge, UK).

6.1.4 Stanoveni obsahu kyseliny salicylové

Pro stanoveni celkového obsahu SA ve vzorcich bylo pouzito 0,5 g jemn¢ namleté
susiny, ktera byla smichana s 5 ml 75% methanolu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Vzorky byly poté umistény na tfepacku MultiReax (Heidolph, Schwabach, Germany) a tfepany
po dobu 24 hodin. Nasledovala centrifugace 15 min pti 3000 g (MPW 223a, Warsaw, Poland).
Ze vzorki se odebralo 1,5 ml a tento objem byl po dobu cca 2 hodin odpatovan pod proudem
dusiku (30 °C) (NDK 200-2, Hangzhou Miu Instruments Co., Ltd). Pfed samotnou analyzou
byly zbytkové pevné necistoty jesté jednou rozpustény v methanolu a odstfedény pomoci
centrifugace (Labdancer minishaker IKA).

Ke stanoveni obsahu SA byl pouzit kapalinovy chromatograf Agilent a zpracovani
vysledktl probihalo pomoci programu OpenLab CDS, v. C.01.01 (Aglient Technologies, USA).
Davkovany objem vzorku ¢inil 10 ul, jeho separace probihala s vyuzitim chromatografické
kolony (Kinetex C18) umisténé v termostatu pfi teploté 25 °C. Mobilni faze byla slozena ze
smesi acetonitril/3,35% kyselina fosforecna v poméru 40/60 (v/v). Pritok mobilni faze byl 1,5
ml.min?, Celkova doba analyzy byla 6 min. Detekce probihala v UV oblasti pti vinové délce
235 nm. Vzorky byly analyzovany ve dvou opakovanich a pro vyhodnoceni analyzy byla

pouzita metoda kalibra¢ni kiivky pouzitim standardu kyseliny salicylové (Sigma Aldrich).

6.1.5 Stanoveni obsahu aminokyselin

Stanovené mnozstvi susiny (100 mg) bylo rozpusténo v 1,5 ml 70% nedenaturovaného
etanolu a extrahovano 15 min na tfepacce. Poté byla suSina povafena 10 min v termobloku
vyhtatém na 120 °C a po vychladnuti centrifugovana 5 min na 4000 g. Vznikly supernatant byl
pfeveden do 1,5 ml eppendorfky, centrifugovan 3 min na 13000 g a pfepipetovan do 1,8 ml
vialky. Vzorky byly nasledné odpatovany pod tlakem v termobloku vyhiatém na 60 °C po dobu
cca 60 min. Vznikly pelet byl rozpustén v 1 ml 70% etanolu. Cely postup se z diivodu ziskani
vyssiho vytézku opakoval jesté dvakrat. Vybrané aminokyseliny (Asp, Glu, Asn, Ser, Gln, His,
Gly, Thr, Arg, Ala, Tyr, Cys, Val, Met, Trp, Phe, Ile, Leu, Lys, Pro a vnitini standard norvalin)

byly detekovany pomoci chromatografického systému HPLC s fluorescen¢ni detekci (Agilent
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1260 Series) s kolonou Zorbax Eclipse Plus RRHT C18 (4.6x50 mm, 1.8 um). Metoda méfeni
byla zvolena dle navodu vyrobce (Application Note 5990-4547EN) a piizpisobena podminkam

systému.

6.2 Pokus ¢. 2 — Spolupiisobeni kadmia a zinku na fyziologické a

anatomické parametry repky olejky (B. napus)

6.2.1 Zpisob péstovani

Semena tfi rdznych kultivari fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo) byla ziskana
z Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v Praze, jejich charakteristika je uvedena v Tab. 2.
Kli¢eni probihalo po dobu 6 dni, semenacky byly poté pfeneseny do hydroponického média a
kultivovany v klimaboxu s fotoperiodou 16/8 den/noc a teplotou 21 °C. Celkova doba péstovani
byla 14 dni. Jako hydroponické médium bylo pouzito modifikované Hoagland medium
s nasledujicim slozenim roztokt: 0,1 mM (NH4):HPO4; 0,28 mM Ca(NO3).; 0,6 mM KNO3; 0,2
mM MgSOs; 5 mM komplex Fe(lll) a N,N’-di-(2-hydroxybenzoyl)-ethylenediamin-N,N"-
diacetat (HBED); 4,63 mM H3;BOs, 0,032 mM CuSOs; 0,915 mM MnCl;; 0,011 mM MoOs3
a 0,077 mM ZnSOs, pH roztoku bylo 5,7. Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Roztok tézkych
kovi byl pfidavan do média v koncentraci 5 uM Cd (562 pg Cd v CdCl..2H;0)a 10 uM Zn
(693,9 pg Zn v ZnS0O4.5H;0). Jednotlivé varianty byly pro piehlednost oznacené jako kontrola,
5 uM Cd, 10 uM Zn, 5 uM Cd + 10 uM Zn a kazda varianta byla péstovana ve tfech
opakovanich. Po 14 dnech kultivace byly rostliny sklizeny, zvaZeny, zméteny a vysuSeny pro

nasledné analyzy.

Tab. 2: Charakteristika pouzitych kultivari fepky olejky (B. napus)

Genotyp Tviirce Provenience | Typ | Charakteristika Poznamka
] . ) ) o predpokladana
Cadeli Monsanto SAS Francie ozim | kultivar (linie)
suchovzdornost
o Norddeutsche ] ] o predpokladana nizsi
Viking Némecko | ozim | Kkultivar (linie)
Pflanzenzucht odolnost k suchu
) CPB Twyford Velka ] ] o vysoka
Navajo ozim | kultivar (linie)
Ltd Britanie mrazuvzdornost
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6.2.2 Mineralizace vzorku a analyza obsahu prvki

Pro analyzu akumulace prvkil v rostlindch byly kofeny a nadzemni casti rostlin sklizeny
zvlast'. 0,1 g vysuSeného rostlinného materialu bylo rozlozeno ve 3 ml HNO3 V mineralizaénim
zafizeni (Start 1500, MLS GmbH) s vyuzitim postupného teplotniho gradientu s maximem 210
°C. Obsah Cd, Zn, K, Mg, Ca a Na ve vzorcich byl méfen pomoci piistroje ICP-OES (iCAP

6500 Seriesspectrometer, Thermo-Fisher).

6.2.3 Stanoveni obsahu chlorofylu

Stanoveni obsahu chlorofylu v listech probihalo pomoci metody od Wellburn (1994).
Vzorky cCerstvych listh o hmotnosti 0,1 g byly homogenizovany ve 2 ml 80% acetonu za
pokojové teploty a nasledné centrifugovany po dobu 15 minut. Méfeni vinovych délek (663 nm,
646 nm, chlorofyl a, chlorofyl b) probihalo na spektrofotometru Agilent Cary 60 (Agilent
Technologies, USA).

6.2.4 Anatomické analyzy

Fixace kofent probihala dle protokolu v publikaci Roschzttardtz et al. (2009). Kofeny
byly nejprve fixovany za snizeného tlaku ve fixa¢nim roztoku (2% (v/w) paraformaldehyd, 1%
(v/v) glutaraldehyd, 1% (w/v) kafein a 0,01% Triton-X v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7) po
dobu 30 minut. Fixované koteny byly poté tfikrat promyty 0,1 M fosfatovym pufrem (pH 7,4) a
dehydratovany pomoci nasledujici alkoholové fady: 50%, 70%, 90%, 95% a 100% ethanol,
ethanol/butanol 1:1, 100% butanol. Zavéreéna fixaz kofenl byla provedena podle instrukci
v navodu pro kit Technovit 7100 resin (Kulzler).

Pfiprava vzorkl pti¢nych fezli kofeny probihala s pomoci mikrotomu Leica RM2265.
Jednotlivé fezy (7 um) byly zhotoveny jednak =z kofenové Spicky, ale také
ze stiedni Casti fixovaného kofene. Pti¢né fezy byly vizualizovany na mikroskopu Olympus
Provis AX 70 (Olympus Optical Co., Ltd., Japan). Autofluorescence ligninu byla detekovana
v oblasti UV spektra pii excitaci 330-385 nm.

Meéfteni priméru kofenovych §picek a strednich casti kotenti probihalo v programu NIS
Elements. Pro uréeni po¢tu kofenovych $pi¢ek byly kofeny naskenovany a analyzovany v ramci

obrazové analyzy v programu NIS Elements AR 3.22.05.
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6.3 Pokus ¢. 3 - Vliv benzoatu sodného na stresovou odpovéd’ vici

vy$$im davkam kadmia u FepKky olejky (B. napus)

Cilem experimentu bylo zjistit, zda je BS schopny redukovat stres vznikly vlivem Cd u
hydroponicky péstovanych rostlin fepky olejky (B. napus). V ramci experimentu byly zméfeny
délky kofenli a zvazeny nadzemni a podzemni ¢asti rostlin. Dale byl analyzovan obsah
stresovych signalnich latek, jako je naptiklad peroxid vodiku, superoxidovy radikal, fenoly ¢i

flavonoidy.

6.3.1 Zpusob péstovani

Semena kultivaru fepky olejky (Ladoga) byla ziskana z Vyzkumného ustavu rostlinné
vyroby v Praze, charakteristika daného kultivaru je uvedena v Tab. 3. Kli¢eni probihalo po dobu
6 dni, semenacky byly poté pteneseny do hydroponického média a kultivovany v klimaboxu
s fotoperiodou 16/8 den/noc a teplotou 22 °C. Hydroponické médium bylo modifikované
Hoagland medium s nasledujicim slozenim roztoku: 0,2 mM KHPO4, 2,5 mM KNO3, 3,5 mM
Ca(NO3)2.2H,0, 2 mM MgS04.7H.0, 0,18 mM fericitrat, 0,046 mM H3BOs;, 0,01 mM
MnCl,.4H:0, 1 uM ZnS0O4.5H;0, 0, 3 uM CuS04.5H:0, 0, 07 uM (NH4)s M07024.4H,0, pH
5,7. Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Roztok tézkych kovl byl pfidavan do média
v koncentraci 5 uM Cd (562 pg Cd v CdCl,.2H20), koncentrace BS pak byla 10 uM (1441,1 pg
BS). Byly pfipraveny ¢tyfi nasledujici varianty, kazda ve tiech opakovanich: kontrola, Cd, BS a
Cd+BS. Po 14 dnech kultivace byly rostliny sklizeny, zvazeny, zméfeny a pfipraveny pro

nasledné analyzy.

Tab. 3: Charakteristika pouzitych kultivari fepky olejky (B. napus)

Genotyp Tviirce Provenience | Typ | Charakteristika Poznamka

Ladoga | Saatbau Linz | Némecko | ozim | kultivar (linie) | vynosny kultivar

6.3.1 Mineralizace vzorki a analyza obsahu prvkua

Pro analyzu akumulace prvki v rostlinach byly sklizeny zvlast’ kofeny a nadzemni casti.
0,1 g vysuSeného rostlinného materidlu bylo rozlozeno ve smési HNOsz a H202 v poméru 9:2
V mineralizacnim zafizeni (Start 1500, MLS GmbH) s vyuzitim postupného teplotniho
gradientu. Obsah Cd, Zn, K, Mg a Ca ve vzorcich byl méfen pomoci pristroje ICP-OES (GBC
INTEGRA XL, Australie) v laboratofi statniho podniku Povodi Labe v Hradci Kralové.
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6.3.2 Spektrofotometrické méieni obsahu chlorofylu, reaktivnich
forem Kysliku, celkovych rozpustnych proteini, obsahu
celkovych fenolu a flavonoidii

Stanoveni obsahu chlorofylu probihalo stejnym zptsobem, jak je popsano v bod¢ 6.2.3.

Cerstvy rostlinny material byl rozdélen na kofeny a nadzemni &ast. Vzorky byly
homogenizovany s pomoci motského pisku v 50 mM fosfatovém pufru (pH 7,0), poté byly
preneseny do zkumavek a centrifugovany po dobu 15 min pfi 15 000 rpm. Pro analyzu peroxidu
vodiku byl pfidan k supernatantu 0,5% roztok TiCls v 20% H>SO4, smés byla promichana a
centrifugovana za stejnych podminek jako v ptedeslém kroku. Absorbance byla méfena pti 410
nm, dle metodiky popsané v publikaci Sasadhar and Choudhuri (1982), na UV-VIS
spektrometru Cintra 101 (GBC). Obsah peroxidu vodiku byl stanoven na zakladé porovnani
s kalibracni kiivkou sestavenou pomoci pfislusného ¢inidla (H20,).

Vzorky pro analyzu superoxidového radikalu byly pfipraveny stejnym zplsobem jako
v predeslém méfeni. Supernatant byl poté smichan s fosfatovym pufrem a 10 mM
hydroxylaminem a inkubovan 15 min pii RT. Dale byl po 15 min intervalech postupné pfidan
17 mM sulfanylamid, 7 mM a-naftylamin a diethyléter pro stabilizaci smé&si. Absorbance byla
méfena pii 530 nm dle metodiky v ¢lanku od Elstner and Heupel (1976). Obsah superoxidového
radikdlu byl uren na zakladé porovnani s kalibraéni kiivkou pfipravenou s rliznymi

koncentracemi ptislusného ¢inidla (NaNOy).

Obsah celkovych rozpustnych proteinti v homogenatech byl stanoven metodou podle
Bradforda (Bradford 1976). K970 ul Bradfordového roztoku (BIO-RAD) bylo ptidano
30 pl supernatantu a po promichani a inkubaci 10 minut byla zméfena absorbance vzorki pti
vlnové délce 595 nm. Jako standard pro tvorbu kalibracni kiivky byl pouZzit komercéné dostupny
hovézi sérovy albumin (BIO-RAD).

Pro stanoveni obsahu celkovych fenoli a flavonoidii bylo homogenizovano 0,15 g
(kofeny) ¢i 0,2 g (listy) Cerstvé hmotnosti v 1,5 ml 80% methanolu. Nasledovala centrifugace po
dobu 15 minut pii 14000 rpm. Reakéni smés pro analyzu fenold sestavala ze supernatantu,
destilované H,O, Na,COsz a Folin - Ciocalteuova ¢inidla. Smés se inkubovala 1 hodinu pii 45
°C, absorbance byla zméfena pii 750 nm. Pro analyzu obsahu celkového mnozstvi flavonoidi
ve vzorcich byl supernatant inkubovan s 2% roztokem AICIl; v 100% metanole po dobu 1
hodiny pfi pokojové teploté. Absorbance byla méiena pii 420 nm. Koncentrace fenolii a
flavonoidii byla stejné¢ jako v pfedchozim piipadé urCena na zakladé¢ porovnani hodnot

s kalibrac¢ni k¥ivkou ptipravenou s Cinidly pro prislusné analyzy (kyselina galova a kvercetin).
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6.4 Pokus ¢. 4 - Anatomické experimenty a imunofluorescencni

znaceni MTs v kofenech fepky olejky (B. napus)

Cilem tohoto pokusu bylo jednak zkoumani anatomie kofent fepky olejky a dale také
detekce mikrotubularniho systému ovlivnéného kovem spolu s BS. Experimenty probihaly na
Katedie biologie na UHK (riist rostlin), na Fakulté vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany
v Hradci Kralové (mikroskopie) a na Katedie experimentalni biologie rostlin na UK (barveni,

imunofluorescenéni znaceni, mikroskopie).

O

6.4.1 Fluorescencni barveni pri¢nych rezii korenem Fepky olejky
(B. napus)

Kofeny 14 dennich rostlin, které byly péstovany stejné jako u piedchoziho experimentu
testujiciho vliv BS na toxicitu Cd, byly omyty v destilované vodé. Z jejich stiedt byly odiezany
zhruba 2 com segmenty, které byly nafezany pomoci ru¢niho mikrotomu
na tloustku 100 um. Vzniklé pfi¢né fezy poté byly vloZeny do specialniho barviciho kosicku.
Pro zji$téni lokalizace Cd v pii¢ném fezu kofene byla pouzita fluorescenéni barva Leadmium™
green (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), barveni probihalo podle navodu od
vyrobce. Mikroskopické pozorovani probihalo na fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse

Ti-E, zpracovani obrazu prob&hlo pomoci softwaru NIS elements (Nikon).

6.4.2 Imunofluorescencni znaceni koreniu Fepky olejky (B. napus)

V prvnim kroku experimentu byly testovany nejprve tii rizné davky Cd, a to 50, 100 a
150 uM Cd (5620 ng, 1124,1 pg, 16860 ug Cd v CdCl,.2H20). Po 6 dnech kliceni byly rostliny
pteneseny do Hoagland média spolu s pfidavkem Cd. Rist rostlin V testovacéch médiich
probihal po dobu 48 hodin. Kofeny byly poté omyty destilovanou vodou a pfipraveny pro
nasledné analyzy.

V ramci druhého pokusu byl pouzit stejny postup péstovani jako u predchazejiciho
experimentu testujiciho vliv BS na rostliny stresované Cd. Pro nasledné analyzy tak byly
pfipraveny kofeny varianty kontrolni, varianty s 5 uM Cd, 10 uM BS a 5 uM Cd + 10 uM BS.

Imunofluorescencni znaceni MTs probéhlo podle modifikované metody od Sugimoto et
al. (2000). Kofenové $picky byly fixovany 4% paraformaldehydem v MTSB pufru (50 mM
PIPES; 5 mM EGTA; 5 mM MgS04.2H;0; 0,1% Triton-X100; pH 7,0) za nizkého tlaku (400-
500 kPa) po dobu 2,5 hodin. Kofeny byly promyty MTSB (3x10 min) a na 1,5 hodiny
vystaveny pusobeni 0,05% pektolyazy Y-23 (Kyowa Chemical Products Co., Ltd, Osaka,

32



Japan) v MTSB obsahujicim 0,4 M manitol a inhibitory protedz (0,3 mM PMSF, 10 uM
leupeptin a 1,25 uM pepstatin). Po promyti MTSB (3x10 minut) byly kofeny 15 minut
inkubovéany v metanolu pfi -20 °C a rehydratovany 10 minut v PBS (NaCl 8 g.I*; KCI 0,2 g.I'*;
KH:PO, 0,158 g.I*; NaHPO4.12H,O 2,31 g.I'Y). Nasledovala inkubace ve 2% hovézim
albuminovém séru v PBS po dobu 30 minut a poté inkubace ptes noc ve 4 °C v primarni
monoklonalni mys$i protilatce anti-o-tubulinu DM1A (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, USA)
fedéné 1:1000 v PBS. Po promyti PBS (3x5 minut) byly vzorky inkubovany 3 hodiny pii 37 °C
v anti-mysi protilatce konjugované s TRITC, fedéné v PBS 1:300. Nakonec byly kofeny
promyty PBS (5x5 minut) a montovany do 50% glycerolu v PBS. Vzorky byly analyzovany
pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 880 a upraveny v programu ZEN (Zeiss)

na Karlové Univerzité.

6.5 Statistické zpracovani dat

Statistické zpracovani dat prob&hlo s pomoci programu Statistica (Statsoft, CR, verze
10), pouzita byla jednorozmérna Anova s Tukeyho testem na hladiné vyznamnosti P = 0,05. Pro
zjisténi zavislosti mezi koncentraci Cd a obsahem SA a jednotlivych AK byl pouzit vypocet pro

korelaéni koeficient r. Tabulky a grafy byly zpracovany v programu Excel (Microsoft, USA).
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Sklenikovy experiment zaméifeny na toleranci ruznych

kultivara fepky vuci kadmiu

Cilem sklenikového nadobového experimentu bylo zjistit, zda je néktery z pokusnych
kultivart fepky olejky odoInéjsi vici vyssim davkam Cd, a zda je schopny hyperakumulace Cd
zpudy, jak uvadi n€které literarni zdroje. Zaveéretné analyzy zahrnovaly nejen zhodnoceni
akumulace Cd rostlinou, ale také vyhodnoceni dal§ich biochemickych odpovédi rostlin na stres

vyvolany tézkym kovem (fotosyntetické parametry, obsah SA, AK).

7.1.1 Vliv kadmia na rist rostlin a fotosyntetické parametry

Pii vizudlnim porovnani jednotlivych variant nebyl celkovy vzrlst rostlin u variant
s ptidanym Cd (Obr. 3B-D, F-H, J-L) oproti kontrole (Obr. 3A, E, I, M) nijak vyrazné
redukovan. Mezi ptiznaky toxicity vyvolané Cd patii listové chlorozy, které se objevovaly v
nasem experimentu U rostlin az béhem vyssich davek tézkého kovu, tedy nejvice u rostlin
v substratu se 150 mg Cd.kg™. Cast&jsi byla jejich ptitomnost také u mladych lista (Obr. 3 N,
0). Chlorozy nebyly nijak vyrazné, jednalo se spiSe o rizné rozsahlé naZloutlé oblasti v okoli
listové zilnatiny. Listové chlorézy patii mezi jeden znejcastéjSich jevd, ktery souvisi
s vyskytem toxicity Cd a v minulosti byly popsany nejen u riznych kultivara fepky olejky
(Baryla et al. 2001; Carrier et al. 2003), ale také u mnoha dal$ich rostlinnych druhd.
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Obr. 3: Ruzné kultivary fepky olejky (CZL, Benefit, Iwas, ZhongZhuang9) rostouci v substratu
spolu ¢i bez pfidavku Cd. A, B, C, D — kultivar CZL, kontrola, 50 uM Cd, 100 uM Cd, 150 uM
Cd; E, F, G, H — kultivar Benefit, kontrola, 50 uM Cd, 100 pM Cd, 150 uM Cd; I, J, K, L —
kultivar Iwas, kontrola, 50 uM Cd, 100 uM Cd, 150 uM Cd; M — kultivar ZhongZhuang9,
kontrola; N, O — detail listd kultivaru ZhongZhuang9, 150 uM Cd.

Monitorovana byla dale fluorescence chlorofylu, vyjadiena hodnotami Fo (bazalni
fluorescence), Fm (maximalni fluorescence) a Fv/m (vytézek fotochemické reakce). Vzhledem
k tomu, Ze Cd zpusobuje naruseni biosyntézy chlorofylu a vede k jeho degradaci (Muradoglu et
al. 2015), patii méfeni fluorescence chlorofylu mezi citlivy a ptesny indikator toxicity vyvolané
tézkymi kovy (Strasser et al. 2000). Fluorescence chlorofylu souvisi s mnoha pochody
primarnich procest fotosyntézy, jako je napriklad absorpce slunecni energie, pfenos excitacni
energie, protonovy gradient, syntéza ATP, fixace CO2 a mnoho dalsich (Tung et al. 2013).
Naruseni PSII vlivem stresu indikuji vys$§i hodnoty Fm a Fo, a naopak pokles hodnot Fv/m (Qiu
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et al. 2013). Z obr. 4 je patrné, ze hodnoty Fo a Fm se od sebe pfili§ neliSily v zavislosti na
ptidavku Cd, ale byly rozdilné u jednotlivych kultivart (Obr. 4B,C). Nejvyssich hodnot Fo a
Fm dosahovaly kultivary lwas a ZhongZhuang9, nasledované kultivary CZL a Benefit. Posledni
jmenovany kultivar mél hodnoty Fo a Fm zna¢n¢ redukované také v zavislosti na koncentraci
Cd (Obr. 4B,C). Vysledky jinych experimentti popisuji jak zvySujici se hodnoty Fo a Fm se
vzrustajici davkou Cd (Baumann et al. 2009; Li et al. 2015), tak minimalni vliv Cd na
fluorescenci chlorofylu (Dezhban et al. 2015). Efektivita primarnich fotochemickych reakci,
vyjadiena pomoci Fv/m, se pohybovala u vSech kultivari a koncentraci Cd na stejnych
hodnotach (Obr. 4A), které vSak byly nizsi, nez uvadéna optimalni hodnota 0,83 (Jones et al.
1999). Ke stejnému zavéru dosli také Krupa et al. (1992), kteti nepotvrdili zménu ve
fluorescenci Fv/m u rostlin fazole, ¢i Benyas et al. (2013), ktetfi zkoumali vliv Cd na fepku
olejku. ZnasSich vysledki se da vyvodit vyssi citlivost via¢i Cd u kultivard Iwas a
ZhongZhuang9. Naopak kultivar Benefit teoreticky vykazoval pomérné vysokou odolnost vici
Cd, a to i pfi nejvyssi aplikované koncentraci. Tyto zaveéry Castecné potvrzuje také relativni
obsah chlorofylu u jednotlivych kultivart, ktery byl naméfeny pomoci nedestruktivni metody
(Obr. 4D). Kultivar Benefit obsahuje spolu s kultivarem lwas nejvys$si mnozstvi chlorofylu, na
rozdil od kultivaru ZhongZhuang9 (Obr. 4D). Tato metoda méfeni je srovnatelna s jinymi
postupy stanoveni obsahu chlorofylu, které nicméné vyzaduji destrukci rostlinného materialu

(Gongalves et al. 2008).
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Obr. 4: Vliv Cd na fotochemickou t¢innost PSII (Fv/m), fluorescenci chlorofylu (Fo, Fm) a
relativni mnoZstvi chlorofylu u riznych kultivara fepky olejky (CZL, Benefit, Iwas,

ZhongZhuang9). Rostliny rostly 30 dni na pudach s riznymi koncentracemi pfidaného Cd (0-
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Cont, 50, 100, 150 mg Cd.kg?'). A — vytézek fotochemické reakce Fv/m; B — bazalni
fluorescence Fo; C — maximalni fluorescence Fm; D — relativni obsah chlorofylu (%). Chybové
usecky predstavuji pruméry = SE (n = 5). Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem,

nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantn¢ odlisné.

7.1.2 Prijem kadmia kofeny a jeho translokace do nadzemnich
¢asti rostlin

Obsah Cd byl u vSech kultivart vyssi v kofenech nez v nadzemnich ¢astech rostlin (Obr.
5A). Spolu se vzrustajici davkou Cd rostl také obsah Cd naméfeny Vv kofenech, pouze u
kultivaru Iwas byla detekovéana nejvy3si hodnota obsahu Cd u varianty se 100 mg Cd.kg™.
Kultivar ZhongZhuang9 obsahoval v kofenech jednozna¢né nejvyssi mnozstvi Cd ve varianté se
150 mg Cd.kg, akumuloval konkrétn& 0 69,5% vice Cd, nez kultivary CZL a Benefit. Podobna
situace byla také u hodnot Cd v nadzemni ¢asti, kde kultivar ZhongZhuang9 akumuloval pfi
davce 150 uM ptidan¢ho Cd nejvyssi mnozstvi tohoto kovu, které bylo vyssi o 61% oproti CZL,
0 41,4% oproti Benefitu a o 35,6% oproti Iwas (Obr. 5B). PtestoZe kultivar ZhongZhuang9
akumuloval nejvétsi mnozstvi Cd, jeho TF pattily mezi nejniz§i (Obr. 5C), coz mu dava
predpoklad pro uplatnéni napiiklad pfi fytostabilizacich. Nejvyssi hodnotu TF vykazoval
této hranici se oproti ostatnim kultivarim vyznamné blizila. Experimenty vénujici se potencialni
schopnosti fytoextrakce u fepky olejky se Casto rozchazi ve svych vysledcich, coz je dano
naptiklad pozadim pokusu (hydroponické péstovani, polni pokusy), formou ptidaného Cd
(CdCly, CdSOy) ¢i zvolenym kultivarem. Ve vétsi ¢asti publikaci se autofi pfiklani k tomu, ze
fepka olejka dokaze tolerovat vyssi davky Cd, ale jeji schopnost fytoextrakce neni vysoka
(Marchiol et al. 2004; Nouairi et al. 2006; Grispen et al. 2006; Hernandez-Allica et al. 2008;
Ehsan et al. 2014), muzeme se vsak setkat také s vysledky, které schopnost fytoextrakce

nevylucuji (Szulc et al. 2015; Cojocaru et al. 2016).
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Obr. 5: Obsah Cd v kofenech (A) a nadzemnich ¢astech rostlin (B) a translokac¢ni faktor (C)
[TF= Chradzemni castt / Croren] U Fepky olejky (CZL, Benefit, Iwas, ZhonZhuang9). Rostliny rostly 30
dni na pidach s rliznymi koncentracemi ptidaného Cd (0-Cont, 50, 100, 150 mg Cd.kg™).
Chybové usecky predstavuji priméry + SE (n = 3). Statistika odpovida popisu u Obr 4.

7.1.3 Vliv kadmia na pfijem a translokaci drasliku a vapniku

Jak jiz bylo popsano, Cd zplsobuje mnoho nejriznéjsich negativnich zmén v rostlinném
organismu, mezi které¢ patii naruSeni pfijmu a prenosu mikroprvkl, coz vede k naruseni
mineralni vyzivy dané rostliny. Pokusit se objasnit chovani rostlin v souvislosti s mineralni
vyzivou a stresem vyvolanym Cd je proto dilezity predpoklad pro volbu vhodného opatieni ve
vyziveé rostlin, které zajisti co nejnizs$i negativni dopady na vynos a produkci. Obsah Ka Ca
v kofenech a nadzemnich ¢&astech rostlin je uveden na Obr 6. Obsahy K byly srovnatelné
v kofenech a nadzemnich ¢astech, pfi¢emz reakce na Cd byla u jednotlivych kultivard rozdilna a
nevyrovnand. Mnozstvi K v kofenech u kultivara CZL a ZhongZhuang9 rostla s vyssi davkou
Cd, zatimco u kultivaru Iwas byl trend opaény (Obr. 6A). V nadzemnich ¢astech rostlin se
chovaly v8echny kultivary téméf stejné, jejich reakce na Cd nebyla vyrazna (Obr. 6B). Podobné
nevyrovnané vysledky byly ziskany také u obsahu Ca. Vy$8i mnozstvi tohoto mikroprvku bylo
nalezeno v nadzemnich ¢astech, coz bylo znat piedevsim u kultivaru Benefit a Iwas (Obr. 6C,

D). Vreakci na Cd nebyly vysledky u jednotlivych kultivart jednotné a ve vétSiné piipada
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nevykazovaly zadny vzestupny ¢i sestupny trend v zavislosti na zvysujici se davce Cd. Jak
uvadi napiiklad Mwamba et al. (2016), ptidavek Cd k hydroponicky péstovanym rostlindam
fepky olejky vedl k redukci obsahu K v listech, zatimco obsah Ca nebyl vlivem kovu nijak
narusen. Opacnym vysledkem je experiment testujici vliv Cd na obsah mineralnich latek u
mrkve a salatu, kde autofi zjistili, Ze vyssi obsah Cd ve vétsin¢ ptipadli koreluje s vysSimi
obsahy mineralnich prvki v rostlinach, véetné K a Ca (Yang et al. 2016). Jak je vidét z vyse
uvedenych piikladt, vysledky v literatufe popisujici vliv Cd na piijem mineralnich prvka jsou
nekonzistentni, coz je ddno mnoha faktory, jakymi jsou naptiklad zvoleny pokusny material,
jeho stafi, rozdilné piijimana mnozstvi mikroprvki, zptisob péstovani, koncentrace Cd, slozeni

zivného média (hydroponie) ¢i substratu, odbér jednotlivych zivin a mnoho dalsich.
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Obr. 6: Obsah K v kofenech (A) a nadzemnich Castech (B) a obsah Ca v kofenech (C) a
nadzemnich ¢astech (D) u fepky olejky (CZL, Benefit, lwas, ZhongZhuang9). Rostliny rostly
30 dni na piidach s riiznymi koncentracemi piidaného Cd (0-Cont, 50, 100, 150 mg Cd.kg?).
Chybové usecky predstavuji pramery + SE (n = 3). Statistika odpovida popisu u Obr. 4.

7.1.4 Vliv kadmia na obsah kyseliny salicylové

Kyselina salicylova patii mezi jednu z hlavnich signalizacnich fenolickych sloucenin
majicich vliv na metabolismus a fyziologické procesy v burikach. Jeji ucinek je tizce spojeny

s obrannymi mechanismy buiiky viéi nejriznéj$im patogenim (Kawano and Bouteau 2013), ale
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také vuci abiotickym strestim, véetné toxicity Cd (Guo et al. 2013). V minulosti bylo popsano
mnoho pfipadi, kdy vedla ptidana SA ke zmirnéni oxidacniho stresu, k redukci translokace Cd
do nadzemnich ¢asti rostlin ¢i k podpote aktivity antioxida¢nich enzymu (shrnuto v Asgher et
al. 2015). V nasem experimentu jsme nepouzivali exogenné piidanou SA, ale sledovali jsme jeji
endogenni mnozstvi a zmény po aplikaci Cd, jak je uvedeno na Obr 7. Vzhledem k pouzité
metodé byla u rostlin stanovovana volna SA.

Vsechny kultivary vykazaly vyssi obsahy SA v kofenech, cozZ je popsano také u kofend
je¢mene, v nichz doslo po aplikaci Cd ke zvySeni mnozstvi SA (Metwally et al. 2003). Nejvyssi
obsah SA v kofenech mély kultivary CZL a Iwas, nasledované kultivarem Benefit a
ZhongZhuang9 (Obr. 7A). U posledniho jmenovaného kultivaru se mnozstvi SA pohybovalo
v priiméru okolo 5,4 pg SA.g! DW, kdezto u kultivaru CZL dosahovaly primérné hodnoty az
13,2 pg SA.g* DW, coz je 0 59% vice. Tyto vysledky mohou ukazovat na efektivn&jsi
mechanismy obrany u kultivard CZL a lwas vici toxicité Cd, zahrnujici bud’ vyssi konstantni
obsah SA v kofenech anebo lepsi schopnost biosyntézy SA béhem stresu. V reakci na Cd
nebyly zaznamenany zadné vétsi zmény souvisejici s obsahem SA, a to nejen v piipadé kofent,
ale také u nadzemnich ¢asti rostlin (Obr. 7B).

Obsahy SA se u nadzemnich Casti mezi jednotlivymi kultivary témét neliSily, vyssi
hodnoty byly naméteny pouze u kultivaru Iwas, coz by opét ukazovalo na schopnost vyssi
tolerance tohoto kultivaru vi¢i Cd. U ZhongZhuang9 se vyskytuje nizky obsah SA jak
v kofenech, tak v nadzemni casti rostlin, v porovnani s ostatnimi kultivary. Vysledek je
zajimavy vzhledem Kktomu, Ze tento kultivar vykazoval signifikantné nejvy$§i hodnoty
akumulace Cd. Tyto nizké hodnoty SA by mohly naznaCovat, Zze kultivar nedokaze 1épe
reagovat na stres Cd zvySenim obsahu SA, nespousti pifislusné mechanismy obrany, a to vSe

vede K vy$si akumulaci Cd v kofenech i v nadzemni ¢asti.
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Obr. 7: Obsah SA v kofenech (A) a nadzemnich ¢astech (B) u fepky olejky (CZL, Benefit, lwas,
ZhongZhuang9). Rostliny rostly 30 dni na pudach s riznymi koncentracemi pfidaného Cd (0-
Cont, 50, 100, 150 mg Cd.kg™). Chybové usecky piedstavuji priméry + SE (n = 3). Statistika
odpovida popisu u Obr 4.

7.1.5 Vliv kadmia na obsah aminokyselin

Stres tézkymi kovy zpisobuje u rostlin zmény v produkci nejriznéjSich metabolitl,
vcetné glutathionu, fytochelatint, prolinu, histidinu a dalsich AK. V naSem experimentu jsme se
pokusili analyzovat celkem 20 AK (Piiloha 1), a to v¢etné prolinu. Pravé obsah prolinu, jakozto
dulezité molekuly, ktera se v buiikach hromadi béhem riznych stresi, je zobrazen také na grafu
na Obr. 8. Z vysledki je patrné, Ze hodnoty obsahu prolinu se pohybovaly zhruba na stejnych
hladinach v kofenech i v nadzemnich ¢astech rostlin. Nejvyraznéjsi zména byla pozorovana u
kultivaru Iwas, kdy pfi koncentracich 100 a 150 Cd vyrazné klesl obsah prolinu v kofenech a
naopak vzrostl v nadzemni ¢asti. Tento narast prolinu v nadzemni ¢asti rostlin by odpovidal
jeho roli coby antioxidantu, ktery je schopny chranit buniky pied vysokou hladinou ROS a
ostatnich volnych radikalt (Xu et al. 2009a). Celkem vyrazny narast obsahu prolinu byl
zaznamenan také v nadzemni ¢asti kultivaru Benefit, a to pfi davce 100 a 150 Cd. Pro
biosyntézu prolinu je dilezity glutamin, kyselina glutamova a ornithin, ktery vznika hydrolyzou

argininu. V nasem experimentu vSak obsahy glutaminu a vyse uvedenych dvou aminokyselin
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nevykazovaly zadny vyrazngjsi trend souvisejici s koncentraci pfidaného Cd. Zavislost
koncentrace Cd na obsahu prolinu ukazuje Tab. 5, z niZ je patré, Ze vzajemna zavislost téchto
dvou veli€in je spiSe vyssi. Muzeme tak tvrdit, ze vzristajici koncentrace Cd ma vliv na obsah
prolinu, a u kazdého kultivaru kromé Iwasu vidime, Ze ¢im vyss§i koncentrace Cd, tim vyssi
obsah prolinu.

Bioticky stres vyznamné ovlivituje metabolismus rostlin, a to naptiklad na Grovni tvorby
a aktivity stresovych proteini, organickych kyselin ¢i aminokyselin. Chovani aminokyselin
v reakci na stres Cd se u riznych studii ¢asto velmi lisi a nelze vypozorovat jednotné chovani.
Xu et al. (2012) ve svém experimentu porovnavali transkripéni profily u dvou druhd rostlin, a to
u hyperakumulatoru Cd, Solanum nigrum a u Solanum torvum, druhu akumulujiciho Cd ve
velmi malé mife. Autofi zjistili, Ze hyperakumuléator Cd vykazuje oproti druhému zkoumanému
druhu vys$si expresi gend souvisejicich s biosyntézou nékterych AK (Asp, Ser, Cys) a
predpokladaji, Ze jejich vySsi obsahy souvisi se schopnosti hyperakumulace. Vysledky naSich
analyz jsou velmi nekonzistentni, nelze vypozorovat zadny vtah mezi koncentraci Cd a
mnozstvim ur¢ité AK u jednotlivych kultivari. Patrné je to také z Tab. 4, kde jsou zaznamenany
korelacni koeficienty ukazujici zavislost mezi koncentraci Cd a obsahem AK u jednotlivych
kultivart. Nékteré zavislosti jsou sice v par pfipadech vyssi (Cervené zvyraznéna Cisla), ale
jedna se Casto o samostatné se vyskytujici hodnoty, které nevykazuji podobny trend v obou
testovanych ¢astech rostlin (kofeny — nadzemni ¢ast). Nékteré ze signifikantnich hodnot urcujici
zavislost mezi koncentraci Cd a obsahem AK jsou ziskana u AK Arg, Ala, Val, Met, Lys a Pro.
S ohledem na vyse popsanou studii transkripénich profild lze pfedpokladat, Ze nase vysledky
jsou ovlivnény tim, Zze nemame mezi testovanymi kultivary zadny hyperakumulator. Je mozné,
7ze pokud bychom zahrnuli do analyz kultivar s prokazanou schopnosti fytoextrakce Cd,

reagovaly by nékteré¢ AK zvysenim svych obsah.
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Obr. 8: Obsah prolinu v kofenech (A) a nadzemnich ¢astech (B) u fepky olejky (CZL, Benefit,
Iwas, ZhongZhuang9). Rostliny rostly 30 dni na pidach s riznymi koncentracemi pfidaného Cd
(0-Kontrola, 50, 100, 150 mg Cd.kg™). Chybové usecky piedstavuji priméry = SE (n = 3).
Statistika odpovida popisu u Obr. 4.
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Tab. 4: Korela¢ni tabulka vyjadiujici zavislost mezi koncentraci Cd a obsahem aminokyselin u
testovanych kultivara (n = 12), koeficient je vypoéitan zvlast’ pro kofeny a nadzemni asti
rostlin. Hodnoty nad kritickou hodnotou korela¢niho koeficientu (0,576) jsou pro ptehlednost

zvyraznény cervene.

CZL |Benefit| Iwas | ZhongZhuang9

Asp kofeny | 0,202 | -0,233 |-0,011 -0,017
Asp listy | 0,250 | -0,173 | 0,156 0,244
Glu koteny | -0,192 | -0,364 | 0,354 0,038
Glulisty | 0,085 | 0,163 |-0,047 -0,025
Asn koteny | 0,500 | 0,386 | 0,096 -0,085
Asn listy | 0,527 | 0,269 |-0,006 0,422
Ser koteny | 0,569 | 0,164 | 0,356 -0,021
Ser listy | 0,524 | 0,457 | 0,017 0,361
Gln kofeny | 0,321 | -0,087 | 0,236 -0,028
Glnlisty |-0,034| 0,368 | 0,111 0,561
His koteny | 0,182 | -0,058 | 0,499 -0,267
His listy | 0,350 | 0,212 |-0,014 0,413
Gly kotfeny | 0,433 | 0,083 | 0,391 -0,064

Gly listy | 0,479 | 0,199 | 0,089 0,084
Thr koteny | 0,350 | -0,263 | 0,105 0,175
Thr listy | 0,127 | -0,031 |-0,120 -0,002

Arg kofeny | 0,516 | 0,157 | 0,287 0,053
Arg listy | 0,614 | 0,184 | 0,221 0,467
Ala kofeny | 0,375 | -0,129 | 0,285 -0,201
Alalisty | 0,647 | 0,126 |-0,049 0,357
Tyr kofeny | 0,400 | -0,155 | 0,153 0,239
Tyr listy | 0,252 | -0,058 | 0,034 0,131
Cys kofeny | 0,504 | -0,068 | 0,048 0,174
Cys listy | 0,414 | 0,143 | 0,235 0,272
Val kofeny X 0,655 X 0,302
Val listy |-0,492 X X X
Met koteny | 0,380 | -0,095 |-0,275 -0,074
Met listy | 0,700 | 0,167 | 0,182 0,227
Trp koteny | -0,345| 0,034 | 0,529 X
Trp listy X X X X
Phe koteny | 0,394 | -0,084 | 0,151 0,392

Phe listy | 0,299 | -0,044 | 0,091 0,230
Ile kofeny | 0,460 | -0,089 | -0,026 0,189
llelisty | 0,533 | 0,114 | 0,238 0,274

Leu kofeny | 0,492 | -0,132 | 0,102 0,103
Leu listy | 0,567 | 0,133 | 0,195 0,190
Lys kofeny | 0,341 | -0,075 | 0,282 -0,555

Lys listy | 0,630 | 0,024 |-0,131 0,220
Pro kofeny | 0,555 | 0,493 |-0,754 0,076
Pro listy | 0,529 | 0,776 | 0,786 0,622
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7.1.6 Zavér

Pro zjisténi fytoextrakéniho potencialu a schopnosti hyperakumulace Cd byly vybrany
ctyii kultivary fepky olejky, které se lisily ve svych ristovych vlastnostech. Testovany byly také
tfi rzné davky Cd, které byly pridavané formou zalivky do substratu. Na listech pokusnych
rostlin byly vidét listové chlorézy, a to zejména u variant s nejvyss$i davkou Cd. Mefeni
fotosyntetickych parametra a relativniho obsahu chlorofylu naznacuje, ze kultivar Benefit patii
mezi odoInéjsi genotypy, naopak ZhongZhuang9 se zd4 byt citlivym na aplikované davky Cd.

Analyzy neprokazaly vyznamny fytoextrakéni potencial u zddného testovaného kultivaru.
Rostliny akumulovaly vice Cd v kofenech, nez v nadzemnich ¢astech. Nejvyssi translokacni
faktor byl zaznamenan u kultivaru CZL, ovSem ani zde nedosahoval hranice nutné pro validaci
rostliny jakoZzto hyperakumuldtoru. Obsahy mineralnich prvki, konkrétné K a Ca se vyraznéji
neménily, pouze u kultivaru CZL byla opét naméfena vyssi hodnota K Vv kofenech u varianty
S nejvyssi davkou Cd.

Obsah SA byl u vSech testovanych kultivarti vyssi v kotfenech, nez v nadzemnich castech.
Nejvyssich hodnot dosahovat kultivar CZL, nejniz§i obsahy SA byly naméfeny u
ZhongZhuang9. V reakci na koncentraci Cd vSak nebyly na zakladé spocitanych korela¢nich
koeficientil patrné zadné veétsi zmény.

Hodnoceny byly také obsahy jednotlivych AK véetné prolinu. Obsah prolinu se
pohyboval na podobnych hodnotach jak v kofenech, tak v nadzemnich Castech. Nartst jeho
obsahu byl zaznamenan piedevsim u kultivaru Iwas, kde souvisel s poklesem jeho mnozstvi
v kofeneh, a také u kultivaru Benefit. Korela¢ni analyza ukazuje, Ze zavislost obsahu prolinu na
koncentraci Cd je u vSech kultivart silna. Hodnoty ostatnich AK se vlivem piidani Cd pfili$

nelisily.
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7.2 Hydroponicky experiment zaméireny na spoluptisobeni kadmia
a zinku a na fyziologické a anatomické parametry repky olejky

(B. napus)

Experiment probihal na Univerzit¢ Bayreuth a jeho cilem bylo zjistit, jak reaguje fepka
olejka, konkrétné tii rizné kultivary, na spoluptsobeni dvou kovi, a to Cd a Zn. Zavérecné
analyzy zahrnovaly jednak vyhodnoceni obsahu kovii a mikroprvku v rostling, dale pak také

anatomické zkoumani kotenti, pfipadné naruseni jejich vnitini stavby a detekei ligninu.

7.2.1 Testovani vhodnych koncentraci tézZkych kovi

Pfed zahajenim hydroponickych experimentti probéhlo testovani rtiznych koncentraci
tézkych kovu zatcelem najit jejich vhodnou davku (Obr. 9). V piipadé aplikace Cd byly
zkouseny Ctyfi rdzné koncentrace (1, 5, 10, 20 uM Cd), pficemz nejvyssi koncentrace (20 uM
Cd) vedla kumrti testovanych rostlin. Rust kofenti u Cadeli a Navajo byl signifikantné
inhibovany jiz pfi aplikaci 1 pM Cd, zatimco u kultivaru Viking doSlo pouze k Castecné
redukci délky kofene. Nejvhodnéjsi davka Cd vedouci u vSech kultivara k 50% redukci délky
kotent byla zvolena 5 uM Cd. Hodnocen byl také vliv riznych koncentraci Zn (1, 10, 20 uM
Zn). Hled4na byla takova davka, ktera by méla pozitivni vliv, pfipadné neptisobila negativné na
rast rostlin. Na zakladé vysledkt pokusu byla jako nejvhodné&jsi koncentrace zvolena 10 uM Zn
(Obr. 9).

Koncentrace Cd, ktera byla zvolena pro nasledujici experimenty, byla v porovnani
s davkami aplikovanymi v jinych experimentech sftepkou olejkou pomérné nizka. Bézné
uZivané koncentrace popsané v ¢lancich jsou ¢asto vys$si jak 20 uM (Nouairi et al. 2006; Ali et
al. 2013), tato davka vSak vedla v nasem pokusu ke smrti rostlin. Divodem nutnosti pouzit nizsi
koncentraci Cd mize byt mensi obsah kompetujicich ionti v Hoagland médiu, které bylo

pouzivano pro nase experimenty.
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Obr 9: Délka kotenti (cm) u tii riznych kultivara fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo) po 14
dnech hydroponického péstovani s pifidavkem rtznych koncentraci Cd a Zn. Chybové tsecky
predstavuji pruiméry + SD (n = 3). Chybové tsecky piedstavuji priméry + SE (n = 3). Hodnoty
ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné

odlisné.

7.2.2 Vliv kadmia a zinku na rust korenu a nadzemni ¢asti rostlin

Viditelné symptomy toxicity zahrnujici listové chlordzy a redukovany rist se objevovaly
u rostlin vystavenych ptsobeni Cd a Cd + Zn (Obr. 10D-F a J-L). Rostliny rostouci
v kontrolnim médiu a v médiu se Zn nevykazovaly zadné viditelné symptomy toxicity (Obr.
10A-C a G-I). Listové chlordzy vyvolané Cd jsou bé&Zné pozorovatelné priavodni jevy popsané
nejen u rodiny Brassicaceae, ale také u rostlin z jinych Celedi. Listové chlorézy jsou Casto
spojené s inhibici fotosyntetické aktivity v chloroplastech (Simonova et al. 2007) spolu se

snizenym obsahem chlorofylu (Yan et al. 2016).
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Obr. 10: Ruazné kultivary fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo) rostouci 14 dni hydroponicky
v médiu spolu ¢i bez piidavku Cd, Zn ¢i Cd + Zn. A, B, C — kontrola; D, E, F — médium s Cd;
G, H, | —médium s Zn; J, K, L — médium s Cd + Zn. M¢fitko predstavuje 5 cm.

Rostliny rostoucich v médiu s Cd a Cd + Zn mély v porovnani s kontrolou a médiem se
Zn signifikantné redukovanou délku a hmotnost kotenti (Obr 11A, B). Negativni vliv Cd na rust
kotfenl byl v minulosti popsan u mnoha riiznych rostlinnych druht (nap#. Lux et al. 2011a; Tran
and Popova 2013) a spolu s listovymi chlorézami se jedna o typicky znak doprovazejici toxicitu
vyvolanou Cd. Kofeny kultivaru Viking a Navajo rostouci v médiu s Cd a Cd + Zn mély
prokazatelné vétsi praimeér ve stiedni Casti, nez kofeny kontrolni a kofeny v médiu se Zn (Tab.
5). U kultivaru Cadeli nebyly zaznamenany zadné signifikantni zmény v tloust’ce kotenti (Tab.
5). Podobné vysledky ukazujici na zvétSeni kofenu vlivem Cd byly popsany také u Arabidopsis
thaliana (Suzuki 2005) a Pisum sativum (Rodriguez-Serrano et al. 2006). Celkovy rast kofent
byl negativné ovlivnén jak u rostlin stresovanych pouze Cd, tak u rostlin v médiu s Cd + Zn.
Naopak rostliny v médiu se Zn nevykazovaly inhibici rastu a jejich kofeny byly porovnatelné

s kofeny kontrolnimi (Obr. 11A). Pro testovani vlivu Zn na rast rostlin je dalezité zvolit
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vhodnou koncentraci, protoze jak jiz bylo popsano diive, nadbytek Zn vede k toxicité a redukei

rustu kofent, stejné jako je tomu u Cd (Stoyanova and Doncheva 2002; Sridhar et al. 2007; Li et

al. 2012b).
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Obr. 11: Zmény Vv délce a Cerstvé hmotnosti kofenti u fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo)

rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez ptridavku Cd, Zn ¢i Cd + Zn. Chybové

usecky predstavuji priméry = SD (n = 9). Statistika odpovida popisu u Obr 9.

Tab 5: Primér kofene a pocet kofenovych S$picek u fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo)

rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez pridavku Cd, Zn ¢i Cd + Zn. Pro méfeni

byly zvoleny ¢asti vzdalené zhruba 1 mm od kotenové $picky a ¢asti z poloviny kotene (stfedni

¢ast). Data predstavuji praméry péti hodnot (n = 5). Statistika odpovida popisu u Obr 9.

Pramér kofene (mm) (n = 5)

Koftenova Spicka | Stfedni ¢ast | Pocet kotfenovych Spicek
Cadeli
Kontrola 0.21° 0.288¢ 17,343,2F
5uM Cd 0.478 0.29A8¢€ 123,0+15,148C
10 pM Zn 0.30¢P 0.28ABC 49,0+5,3F
5uM Cd+ 10 uM Zn | 0.385¢ 0.301E¢ 107,0+3,65¢P
Viking
Kontrola 0.26¢P 0.25¢P 45,3+16,7F
S5uM Cd 0.69% 0.33%8 169,3+£18,54
10 uM Zn 0.23P 0.25¢P 60,0-:4,4PEF
5uM Cd+ 10 uM Zn | 0.335¢P 0.298¢ 158,7+42,9*
Navajo
Kontrola 0.22° 0.22° 30,0+5,3F
5uM Cd 0.468 0.31A 135,748,148
10 uM Zn 0.24° 0.26¢P 49,7+16,3FF
5uM Cd + 10 pM Zn | 0.348¢P 0.3178¢ 86,7+12,5CPF

Hodnocen byl také pocet kofenovych $pi¢ek (Tab. 5). Z vysledku je patrné, Ze kofeny

kontrolni varianty a kofeny rostouci v médiu se Zn mély mensi pocéet kofenovych $pic¢ek, nezli

korfeny stresované Cd a Cd + Zn. Tento jev je patrny také z Obr. 12, na kterém jsou zobrazeny

scany kofent u kultivaru Viking. Kofeny rostouci v médiu s Cd (Obr. 12B) byly oproti kontrole
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(Obr. 12A) a médiu se Zn (Obr. 12C) velmi rozvétvené, a vyskytoval se u nich vyssi pocet
kotenti prvniho a druhého tadu. Médium s Cd + Zn vedlo také k vys§imu poctu kofenovych
S§picek a postrannich kotent (Obr. 12D), nicméné charakter ristu nebyl oproti kontrole a médiu

se Zn natolik pozménény, jako u kofene v médiu s Cd (Obr. 12B).

Obr. 12: Kofeny a jejich charakter rtstu u fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo) rostouci 14 dni
hydroponicky v médiu spolu ¢i bez piidavku Cd, Zn ¢i Cd + Zn. A — kontrola; B — médium s 5
uM Cd; C — médium s 10 uM Zn; D — médium s 5 uM Cd + 10 uM Zn.

Vliv Cd a Zn na nadzemni ¢asti rostlin a mnozstvi chlorofylu je zobrazen na obr. 13A-C.
Redukce Cerstvé nadzemni biomasy vlivem Cd se pohybovala mezi 58 — 64% a vlivem Cd + Zn
mezi 51 — 60%, zatimco hmotnost nadzemni Casti v médiu se Zn byla redukovana pouze
vrozmezi od 15 — 29% (Obr. 13A). Pfitomnost Cd a Cd + Zn v médiu zpusobila také
V porovnani s kontrolou a médiem se Zn signifikantni ibytek v mnozstvi chlorofylu (Obr. 13B —
D). Stejné vysledky byly v ramci rodiny Brassicaceae pozorovany jiz diive (Mohamed et al.
2012; Ali et al. 2013; Zong et al. 2017). Statistika vychazejici z dvou faktorialni ANOVY
nezaznamenala zadné signifikantni zmény u testovanych kultivari mezi délkou kofent,
hmotnosti kofentl, hmotnosti nadzemni ¢asti ¢i mnozstvim chlorofylu a pitomnosti Cd, Zn ¢i

Cd + Zn v médiu.
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Obr. 13: Zmény v Cerstvé hmotnosti nadzemni ¢asti a mnozstvi chlorofylu u fepky olejky
(Cadeli, Viking, Navajo) rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez pridavku Cd, Zn ¢i
Cd + Zn. Chybové usecky piedstavuji praiméry = SD (n = 3). Statistika odpovida popisu u Obr.
9.

7.2.3 Vliv kadmia a zinku na anatomii kofene

Piijem Cd kofeny je umoznén jak cestou symplastickou (intracelularni transport pomoci
plasmodesmat), tak cestou apoplastickou (transport mezibuné¢nymi prostory ¢i bunéénymi
sténami) (Shahid et al. 2016; Song et al. 2017). Rist kofene je poté ovlivnén na mnoha
nejruznéjSich urovnich zahrnujicich napfiklad zménu anatomie kofene (Lux et al. 2011a),
biosyntézu ligninu (Yang et al. 2007), oxida¢ni stav (Romero-Puertas et al. 2002a) ¢i
impregnaci bun&éné stény, a to predevsim vlivem ukladani suberinu (Vatehova et al. 2012).

Pfitomnost Cd a Cd + Zn v naSem experimentu vyznamné ovlivnila anatomii a morfologii
kotenti. Kotfenové $picky byly u vSech testovanych kultivart signifikantné tlust$i nez $picky
kontrolni a $pic¢ky z média se Zn (Tab. 5), coz je ¢aste¢né vidét také na snimcich fezt (Obr. 14).
Nejvétsiho pruméru dosahovala kofenova Spicka u kultivaru Viking rostouciho v médiu s Cd.
Pfitomnost Zn v médiu vyvolala u kultivaru Cadeli mimé zvétSeny primer kofenové Spicky

oproti kontrole, nicméné¢ tato zména nebyla statisticky signifikantni (Tab. 5).
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Obr. 14: Rezy kofenovymi $pi¢kami u fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo) rostouci 14 dni
hydroponicky v médiu spolu ¢i bez piidavku Cd, Zn ¢i Cd + Zn. A — kontrola; B — médium s 5
uM Cd; C — médium s 10 uM Zn; D — médium s 5 pM Cd + 10 pM Zn. Rezy byly vedeny

zhruba 1 mm od kofenové $picky. Métitko predstavuje 100 pm.

Buniky pericyklu v kotenech rostlin stresovanych Cd a Cd + Zn byly napadné zvétSené a
vykazovaly nepravidelné bunééné déleni (Obr. 15B, D) v porovnani s kontrolou a médiem se Zn
(Obr. 15A, C). Pericykl je vrstva bunék, ktera slouzi u rostlin k zakladani postrannich kofent
vznikajicich diky velmi rychlym navaznym transverzalnim a naslednym periklinalnim
bunéénym délenim (Laskowski et al. 1995). V nedavné dobé bylo zjisténo, ze Cd se nenachazi
pouze v jedné vrstvé kofene, ale mize byt lokalizovano ve stfedni lamele bunéénych stén
kotenového stélé (Van Belleghem et al. 2007), v endodermis a pericyklu (‘YYamaguchi et al.
2011), ale také naptiklad pouze uvnitié pericyklu (Wojcik and Tukiendorf 2004). VVzhledem
k riznorodé lokalizaci Cd v kofeni je pravdépodobné, Ze jeho ptitomnost ve vrstvé endodermis

¢i pericyklu specificky ovlivituje chovani téchto kotenovych pletiv.
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Obr. 15: Vliv Cd a Zn na anatomii kofenové $picky u fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo)
rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez pridavku Cd, Zn ¢i Cd + Zn. V piipadé¢
média s Cd a Cd + Zn byly pozorovany zvétSené buniky pericyklu (Sipka) a nepravidelné
bunécné déleni (hvézdicka). A — kontrola; B — médium s 5 uM Cd; C — médium s 10 uM Zn; D
— médium s5 pM Cd + 10 pM Zn. Rezy byly vedeny zhruba 1 mm od kofenové $picky.
Mgtitko predstavuje 100 um.

Analyzovana byla také mira autofluorescence u jednotlivych variant t€zkych kovu (Obr.
16). U kultivaru Navajo byla pozorovana zvysend mira autofluorescence v endodermis kofent
rostlin rostoucich v médiu s Cd, Zn a Cd + Zn v porovnani s kontrolou (Obr. 16A-D). Vyssi
intenzita autofluorescence miize znacit Castéjsi ukladani autofluorescen¢niho materialu, jako je
napfiiklad lignin ¢i suberin, které je vyvolano nadmérnou akumulaci kovi. Prestoze v naSem
experimentu pusobi Zn jako mikroprvek, jeho vliv na ukladani ligninu/suberinu je stejny jako
v pripadé pisobeni Cd ¢i Cd + Zn (Obr. 16C). V nékterych piipadech lze pozorovat také
ukladani extracelularniho materidlu uvnité intercelular ve vrstvé kortexu. Tyto ,,shluky*
autofluorescencniho materialu  souvisi s poskozenim kofene vlivem interakce Cd
S membranami, ale zarovein mohou slouzit také jako blokady pro vstup Cd do vnitinich vrstev
kofene. V naSem experimentu byl pozorovan ulozeny autofluorescenéni material piedev$im u

korent rostlin stresovanych Cd a Cd + Zn (Obr. 16E, F), ale v mensi mife také u kontroly (Obr.
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16A). Podobné blokady byly v minulosti pozorovany napiiklad u Oryza sativa ¢i Phragmites
stresovanych sulfidy ¢i organickymi kyselinami (Armstrong and Armstrong 2001, 2005), kde

vedly Kk inhibici ptijmu vody a mineralnich latek.

Obr. 16: Vliv Cd a Zn na akumulaci a ukladani autofluorescen¢niho materialu (lignin/suberin)
v kofenech u fepky olejky (Navajo) rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez piidavku
Cd, Zn ¢i Cd + Zn; autofluorescence pod UV svétlem. A — kontrola; B, E — médium s 5 uM Cd,;
C — médium s 10 pM Zn; D, F — médium s 5 pM Cd + 10 uM Zn. Rezy pochazi ze stiednich

¢asti kofent. Métitko predstavuje 100 um.
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7.2.4 Prijem a translokace kadmia a zinku

Obsah kovu Vv kofenech a nadzemnich ¢astech spolu s translokaénimi faktory (TF) pro
testované kultivary (Cadeli, Viking, Navajo) jsou uvedeny na Obr. 17. Translokaéni faktor je
definovan jako pomér obsahu kovu v nadzemni ¢asti vaci kofeni. Tato veli¢ina udava schopnost
rostliny translokovat kov ze svych koteniti do nadzemni biomasy a znaci tak miru potencialni
fytoextrakce dané rostliny. Je vSak nutné doplnit, Ze na procesu fyotextrakce se znacnou mérou
podili také naptiklad dostupnost kovu z pudy, ptadni druh, padni pH, redoxni potencial &i
mikrobialni slozka (Vig et al. 2003; Alkorta et al. 2006). Piesto vSak lze zhodnot TF
vychazejicich z hydroponickych experimentii ziskat pomérné piesnou piedstavu o genetickém
potencialu testované rostliny k tomu tolerovat vyss$i koncentrace tézkych kovi a byt tak
ptipadné potencidlnim hyperakumulatorem.

Z naseho piedpokladu se potvrdilo, ze obsah tézkych kovi v rostlindch rostoucich
v médiu s ptidavkem Cd ¢i Zn byl vyssi nez u kontrol. U vSech genotypu bylo prokazano, ze
akumulace Cd i Zn byla vys$si v kofenech nez v nadzemnich ¢astech (Obr. 17A-D). Vyssi
schopnost translokovat Cd do nadzemni ¢asti byla zaznamenana u Cadeli v porovnani
s Vikingem, zatimco v médiu s Cd + Zn dochazelo k vétsimu transportu Cd do nadzemni ¢asti u
Cadeli v porovnani s kultivarem Navajo (Obr. 17B). U kultivaru Navajo byla také mirné
redukovana translokace Zn do nadzemnich ¢asti, coz potvrzuje také nizka hodnota TF pro Zn, a
to 0,26 (Obr. 17E).

Celded Brassicaceae je znama pro &etny vyskyt hyperakumulatorti kovi. Velmi
nadéjnym kandidatem se slibnymi vysledky se zda byt naptiklad Brassica juncea ¢i Noccaea
caerulescens (Qadir et al. 2004; Jacobs et al. 2017). V posledni dobé se vSak vyzkum vénuje
také fepce olejce (B. napus), ktera by byla diky rychlému ristu, zna¢né¢ biomase a vysoké
toleranci vuéi tézkym kovim vhodnou rostlinou pro fytoremediace (Hernandez-Allica et al.
2008; Dhiman et al. 2016). N¢které studie nicméné naznacuji, ze fytoextrakéni potencial fepky
olejky je zna¢né limitovany (Turan and Esringu 2007; Yu et al. 2012). Stejny zavér vychazi také
z naseho hydroponického experimentu a hodnot TF, které se v§echny pohybuji pod hodnotou
,»1¢ u vSech zkoumanych kultivara (Obr. 17E). Vzhledem Kk velkému mnozstvi vySlechténych
genotypil u fepky je vSak pravdépodobné, Ze experimenty testujici jiné genotypy mohou
prokazat fytoextrakéni potencial, jako je tomu napiiklad v piipadé pokust od Szulc et al. (2015)
¢i Cojocaru et al. (2016).

Obsah Cd v kotfenech dosahl podobnych hodnot jak v médiu se samotnym Cd, tak
v médiu s Cd + Zn u vSech testovanych kultivard (Obr. 17A). V piipadé nadzemni ¢asti se
obsahy Cd v obou typech médii téméf neliSily a pfidavek Zn tak nehral vétsi roli (Obr. 17B).

Jedina vétsi zména byla pozorovana u kultivaru Navajo, ktery akumuloval signifikantné méné
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Cd do nadzemni ¢asti v pfipadé ristu v médiu s Cd + Zn (Obr. 17B). Divodem aplikace Zn do
médii s Cd byla piedpokladana ochranna role tohoto prvku pted toxicitou vyvolanou Cd a jeho
prokazana antioxida¢ni schopnost (Monteiro et al. 2007; Taspinar et al. 2011). V naSich
experimentech se vSak tato vlastnost neprokazala, toxicita Cd vmédiu sCd + Zn byla
porovnatelna s tou, ktera vznikla u rostlin stresovanych pouze Cd. Dokladem jsou také hodnoty
TF u Cadeli a Vikinga, které¢ jsou vyssi pro translokaci Cd v médiu s Cd + Zn, nez v médiu se
samotnym Cd (Obr. 17E).

Obsah Zn v kofenech byl nizsi u rostlin rostoucich v médiu s Cd + Zn, nez v médiu se
samotnym Zn (Obr. 17C). Oproti tomu obsah Zn se v nadzemnich ¢astech nelisil v zavislosti na
ptidavku ¢i absenci Zn (Obr. 17D). Podobné vysledky popisuje také Tkalec et al. (2014),
Vv jehoz experimentech mél Zn pozitivni u€inek na akumulaci Cd kofeny, zatimco Cd mélo
antagonisticky efekt na akumulaci Zn v nadzemni ¢asti a v kofenech. V naSich experimentech
nemél Zn negativni ucinek na piijem Cd kofeny ani na jeho translokaci do nadzemni ¢asti (Obr.
17A, B). Odlisné vysledky od naSeho experimentu lze najit u autort Wu et al. (2003), ktefi
pozorovali, ze Cd vedlo k redukci akumulace Zn nejen v kotenech, ale také v nadzemnich
Castech, a Ze translokace Zn byla signifikantné inhibovana pridavkem Cd.

Experimenty popisujici vzajemny vztah mezi Cd a Zn nejsou jednotné ve svych
vysledcich a tvrzenich, coz je dané piedevSim rozdilnymi koncentracemi tézkych kovi, které
jsou pro ucely pokusu vyuzivany. Autofi Cherif et al. (2011) uvadi, ze vyss§i koncentrace Zn
v kombinaci s Cd zvySuji oxidativni stres, zatimco niz§i a pfimétené davky Zn dokazi
modulovat toxicitu zpusobenou Cd. Stejné zavéry popisuji ve své praci téZ Sharma et al. (1999),
kde mél Zn o koncentraci 25 a 50 uM antagonisticky efekt na ptijem Cd a naopak.

Diky vzajemné chemické podobnosti Cd a Zn mutze jejich vzajemna interakce v médiu
vést ke kompetici v pfijmu, transportu a akumulaci rostlinou (Welch and Norvell 1999).
Pozorovany pokles obsahu Zn v kofenech rostlin stresovanych Cd + Zn miZe byt zplsoben
pritomnosti Cd, které dokaze obsadit Zn-vazebna mista dilezitych enzymt ¢i pfenaseci Zn.
Jedna se o bézny jev, ktery je pozorovan v ptirozeném prostiedi obsahujicim kovy (Tang et al.
2014). Dale bylo prokazano, ze Cd je pfijimano, sekvestrovano a transportovano stejnymi
prenaseci, které se ucastni pfijmu a transportu Zn. Mezi takové fadime naptiklad HMA2, 3, 4
(AtHMAZ2, 3, 4) ¢i NRAMP4 (TcNRAMP4) (Eren and Argiiello 2004; Courbot et al. 2007;
Oomen et al. 2009; Morel et al. 2009).
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Obr. 17: Obsah Cd (A, B) a Zn (C, D) v kofenech a nadzemnich &astech a transloka¢ni faktor
(E) [TF= Cdnadzemni est / COioren] u Fepky olejky (Cadeli, Viking, Navajo) rostouci 14 dni
hydroponicky v médiu spolu ¢i bez ptidavku Cd, Zn ¢i Cd + Zn. Chybové usecky predstavuji
praméry + SD (n = 3). Statistika odpovida popisu u Obr. 9.

7.2.5 Vliv kadmia a zinku na prijem a translokaci K, Mg, Ca a Na

Tabulka 6 udava obsah vybranych mineralnich prvki v kofenech a nadzemnich castech
rostlin v riznych druzich médii. Mezi jednotlivymi kultivary nebyla pozorovana vyraznéjsi
zména u piijmu mineralnich prvki v zavislosti na t€zkém kovu.

Obsah K v kotfenech byl nezavisly na pouzitém médiu a tézkém kovu. U jinych druht
rostlin vSak byl v minulosti pozorovan negativni vliv t€zkého kovu na piijem K kofeny (Abu-
Muriefah 2008; Siddiqui et al. 2012). U rostlin v médiu s pfidavkem Zn byl v nasem
experimentu zaznamendn pomérné vysoky narist obsahu K v nadzemnich &astech, tento
zvySeny obsah vSak jiZ neplatil v ptipadé média s Cd + Zn. Bylo prokazano, ze ptidavek K do

média ma pozitivni ¢inky na piijem Zn (Barker and Pilbeam 2015), a to samé mize platit také
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naopak. Vysoky obsah K a zaroveni niz8$i obsah Ca v nadzemnich ¢astech rostlin rostoucich
v médiu se Zn potvrzuji také jiné dalsi studie poukazujici na antagonistickou interakci mezi K a
Ca v piijmu koteny rostlin (Fageria 2008; Barker and Pilbeam 2015).

Hoft¢ik patti mezi vyznamné prvky podilejici se na spravné funkci fotosyntézy. Je znamo,
7ze Mg muze byt v molekule chlorofylu nahrazen jinym tézkym kovem (Kiipper et al. 1998).
Obsah Mg v naSem experimentu byl vy$si v nadzemnich ¢astech, nez v kofenech, ve kterych se
toto mnozstvi neliSilo mezi jednotlivymi variantami tézkych kovu. U varianty média s Cd a Cd
+ Zn probéhl mensi narust obsahu Mg v nadzemnich ¢astech rostlin v porovnani s kontrolou a
médiem se Zn. Podobné vysledky popisujici vys$si miru akumulace Cd ve stoncich je popsan
také u B. juncea (Jiang et al. 2004), Triticum aestivum a Zea mays (Nikoli¢ et al. 2014).

Obsah Ca byl v nadzemnich ¢astech zna¢né vyssi nez v kotenech, a ptidani Cd do média
nemélo na jeho obsah zadny vliv a hodnoty se rovnaly tém v kontrole. Signifikantni rozdil
v obsahu Ca vSak nastal u varianty se Zn, kde byl v nadzemnich ¢astech zna¢né redukovan.
Z4dna zména (Viking) ¢ pouze maly pokled (Cadeli, Navajo) byla zaznamenana u nadzemnich
¢asti v médiu s Cd + Zn. Podobné vysledky byly popsany v praci od Davis-Carter et al. (1991),
kteti objevili snizeny obsah Ca v listech u Arachis hypogea po pifidani Zn, snizena hodnota Ca
viak souvisela s toxicitou danou vysokym obsahem piidaného Zn v pidé (40 mg Zn kg?).
Opacné vysledky jsou popsany u rostlin Pisum sativum, Vv jejichz listech doSlo po pfidani Zn k
narustu obsahu Ca (Stoyanova and Doncheva 2002). Je znamo, Ze nékteré Ca kandly a
pienaSede jsou permeabilni pro mnoho dalsich dvojmocnych kationtd, jako je napiiklad Ba?*,
Ca%*, Mg?, Mn?*, Cd?" ¢ Zn?* (White and Broadley 2003). Z tohoto diivodu se miiZeme
domnivat, ze redukce Ca v listech rostlin rostoucich v médiu se Zn mohla byt zplisobena
okupaci Ca kanaldi pravé ionty Zn?*. V médiu s Cd + Zn nebyl tento jev pozorovéan, coz mohlo
byt ddno kompetici mezi Cd?* a Zn?* vedouci k nizsi afinité ionti k Ca kanalim.

Obsah Na Vv kofenech byl stejny u vSech pouzitych koncentraci tézkych kovu.
V nadzemnich ¢astech vzrostl obsah Na u rostlin v médiu s Cd a v médiu se Zn, toto chovani
vSak bylo Castecné zavislé na kultivaru. Vyssi obsah Na v listech rostlin z média s Cd byl
naméfen u Cadeli, kdezto u Vikinga narostl obsah Na v médiu se Zn. U kultivaru Navajo se
obsahy Na v nadzemnich ¢astech v médiu s Cd a v médiu se Zn pohybovaly na podobnych
hodnotach. Sodik nepatii mezi esencidlni mikroprvky, je vSak pro rostliny dulezity pfi
nedostatku K, ktery dokaze diky své chemické podobnosti v jeho funkcich zastoupit (Maathuis
2013). V nasem experimentu byl v médiu s Cd obsah K v nadzemnich ¢astech redukovan, je
proto mozné, Ze vyssi obsah Na byl u téchto rostlin zptisoben snahou o vyrovnani metabolismu

a nahrazeni K pomoci Na.
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Tab. 6: Obsah K, Mg, Ca a Na (mg.g* DW) v kofenech a v nadzemnich ¢astech u fepky olejky

(Cadeli, Viking, Navajo) rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez piidavku Cd, Zn ¢i

Cd + Zn. Chybové usecky piedstavuji priméry = SD (n = 3). Statistika odpovida popisu u Obr.

9.

Obsah mineralnich latek v kofenech

(mg.g* DW)
K Mg Ca ‘ Na
Cadeli
Kontrola 20.97£2.70A | 1.51+£0.51% | 4.56+0.61* | 0.95+0.25%
5uMCd 25.72+3.92A | 1.82+0.26" | 6.94+£0.78" | 4.03£1.674
10 uM Zn 19.52+3.96" | 1.65+0.24" | 5.78+0.96" | 1.37+0.69*
S5uMCd+ 10 uM Zn | 19.78+5.174 | 1.82+0.22* | 5.70+1.18" | 1.41+0.70”
Viking
Kontrola 20.00+3.747 | 1.44+0.014 | 4.42+£0.39* | 1.27+0.48%
5uMCd 24.02+4.817 | 1.57+0.23~ | 5.82+0.57* | 3.80+3.82%
10 uM Zn 21.99+6.43~ | 1.80+0.22" | 5.63£0.50* | 3.93+4.77°
5uM Cd+ 10 uM Zn | 25.20+7.73~ | 1.79+0.10" | 5.89+0.66" | 4.44+4.73~
Navajo
Kontrola 19.08+4.314 | 1.21+0.174 | 4.74+0.24* | 1.30+0.58"
5uMCd 27.95£9.417 | 2.08+0.98" | 7.26£2.01* | 5.42+£3.96*
10 uM Zn 25.83+5.07% | 1.79+0.54" | 5.35£1.22% | 3.23+£4.04%
5uM Cd +10 uM Zn | 24.38+5.447 | 1.73+0.26" | 6.18+1.28" | 4.37+5.00"
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Obsah mineralnich latek v nadzemni ¢asti

(mg.g* DW)
K ‘ Mg ‘ Ca Na
Cadeli
Kontrola 59.4241.20° | 6.80+0.12°P | 32.59+1.30°C |0.31+0.02°
5 uM Cd 45.03£1.64F | 9.10+0.08” | 34.30+1.32”8C | 0.94+0.07®
10 uM Zn 69.56+£1.948 | 6.43+0.07° 23.74+1.385F | 0.65+0.08°

5uM Cd+ 10 uM Zn | 48.07+1.725F | 7.80+£0.268 | 29.98+1.27° |0.27+0.02°

Viking
Kontrola 66.76+3.295¢ | 7.01+0.05 | 32.63+0.60°° |0.29+0.01°
S5uM Cd 48.08+3.675F | 8.10+0.098 | 32.78+1.058¢P | 0.69+0.08°
10 uM Zn 78.86+2.07” | 6.53+0.24°P | 24.81+1.51F |1.55+0.08*

5uM Cd+ 10 uM Zn | 59.01+1.41° | 8.02+0.30% | 33.01+2.165°P | 0.29+0.03P

Navajo

Kontrola 63.1042.23P | 6.97+0.18°P | 37.47+0.45% |0.27+0.02°
5 uM Cd 47.32+0.435 | 9.32+0.27% | 35.24+1.0778¢ |0.69+0.05¢
10 uM Zn 75.93+1.22A | 5.80+0.375 | 20.49+0.53F |0.68+0.01°¢

5uM Cd +10 uM Zn | 51.69+0.81F | 9.37+0.21* | 36.50+1.49%% |0.22+0.03°

7.2.6 Zavér

Ptidavek Cd do média mél negativni vliv na ristové charakteristiky zahrnujici délku a
hmotnost kofeni a hmotnost nadzemni ¢asti. Ochranna role Zn pted toxicitou vyvolanou Cd
nebyla pozorovana u zadného testovaného kultivaru fepky olejky. Mezi jednotlivymi kultivary
byly pozorovatelné jen mensi zmény v chovani v reakci na tézké kovy. Ke zménadm anatomie
kofenti dochéazelo u rostlin rostoucich v médiu s Cd a ¢asteéné v médiu s Cd + Zn, kde byla
zaznamenana zvySena akumulace ligninu/suberinu a zvétSené buiky pericyklu. Translokacni
faktory u jednotlivych kultivard neprokazaly fytoextrakéni potencial pro Cd ani pro Zn,
vysledky hydroponického experimentu vSak nemaji natolik vypovidajici hodnotu, jako padni ¢i
polni experimenty. Obsah tézkych kovii v kofenech byl u vSech kultivar vyssi v kofenech nez
Vv nadzemnich ¢astech. Akumulace Cd v nadzemnich &astech byla ovlivnéna piidavkem Zn
pouze u kultivaru Navajo, kde byla signifikantné sniZena. Zastoupeni mineralnich prvkd v

kofenech se u vétSiny piipadd neménilo v zavislosti na kultivaru a davce tézkych kovu.
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V nadzemnich ¢astech vSak bylo chovani rostlin rozdilné. Obsah Kbyl vyssi u rostlin
rostoucich vmédiu se Zn, kdezto mnozstvi Mg narostlo vmédiu s Cd. Signifikantné
redukovany obsah Ca byl zaznamenan u rostlin v médiu se Zn, coz vsak neplatilo v piipadé
spoluptisobeni Cd + Zn. Obsah Na byl ovlivnén pouze v médiu se samotnym Cd ¢i Zn, kde byl
oproti kontrole a médiu s Cd + Zn vyssi. Reakce na pfitomnost Cd ¢i Zn pak byla zavisla na

konkrétnim kultivaru.

7.3 Vliv benzoatu sodného na stresovou odpovéd’ vi€i vySSim
davkam kadmia u Fepky olejky (B. napus)

Cilem experimentu bylo popsat chovani rostlin stresovanych Cd a vystavenych ptisobeni
BS, jakozto latky schopné vychytavat H.O,. Analyzy zahrnovaly napfiiklad stanoveni obsahu
chlorofylu, fenol, flavonoidi ¢i obsahu ROS, adale zastoupeni té€Zkého kovu a dalSich

mikroprvka v kofenech a nadzemnich castech rostlin.

7.3.1 Vliv kadmia a benzoatu sodného na rust rostlin a
fotosyntentické parametry

Pro nasledné experimenty byl pouzit pouze jeden kultivar fepky olejky (B. napus),
kultivar Ladoga, a to vzhledem k jeho charakteristice, ktera popisuje vysokou vynosnost tohoto
kultivaru. V prvnim kroku bylo kontrolovano, zda testovaci koncentrace BS negativné neovlivni
rust rostlin. Pro tento ucel byly zméfeny délky kofenti a hmotnosti nadzemnich a podzemnich
¢asti rostlin kontrolnich a rostlin osetfenych Cd, BS a Cd + BS (Tab. 7). Z vysledka vyplyva, ze
rostliny rostouci v médiu s BS nevykazovaly zadné signifikantni redukce v ristu a fenotypoveé
byly totozné s rostlinami kontrolnimi. Oproti tomu rostliny péstované v médiu obsahujicim Cd
¢i Cd + BS vykazovaly signifikantné redukovany rist, ktery nebyl ovlivnén pfidanim BS u
druhé testované varianty s t¢zkym kovem.

Obsah chlorofylu byl srovnatelny u rostlin kontrolnich a u rostlin rostoucich v médiu
s ptidavkem BS (Tab. 7). Znacny pokles hodnot u vsech tii fotosyntetickych pigmentd byl
zaznamenan jak ve variant¢ s Cd, tak Cd + BS. Tyto vysledky ukazuji na to, Ze BS nema zadny
vliv na toxicitu vyvolanou Cd a nevyznacuje se schopnosti chranit molekuly chlorofylu pted

negativnim dopadem tézkého kovu.
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Tab. 7: Zmény v délce kofenti (cm) a v Cerstvé hmotnosti kofenti a nadzemnich ¢asti (mg),
zmény v obsahu chlorofylu a, b a karotenoidit (mg.g™* FW) u fepky olejky (Ladoga) rostouci 14
dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez ptidavku Cd, BS ¢i Cd + BS (n = 6). Chybové tsecky
predstavuji praméry £ SE. Hodnoty ve sloupcich, oznacené stejnym pismenem, nejsou podle

Tukeyho testu (P < 0.05) signifikantné odli$né.

obsah obsah
Hmotnost Obsah )
Délka Hmotnost listd chlorofylu | karotenoidu
kofenti chlorofylu a
kotent (cm) (mg) . b (mg.g* (mg.g*
(mg) (mg.g™ FW)
FW) FW)
Kontrola | 18,12+1,874(3,38+0,82"| 36,10+3,374 | 0,92+0,21* | 0,38+0,09* | 0,15+0,024
Cd 9,05+3,568 | 1,86+0,578 | 22,38+3,718 | 0,19+0,06% | 0,07+0,03® | 0,05+0,018
BS 16,38+1,84%|3,10+0,73* | 32,87+4,374 | 0,81+0,17* |0,33+0,06* | 0,13+0,034
Cd+BS | 9,67+1,328 | 1,66+0,458 | 18,29+2,808 0,21+0,078 |0,08+0,048 | 0,05+0,018

7.3.2 Akumulace Cd v korenech a v nadzemnich ¢&astech a vliv
benzoatu sodného

Z grafi na Obr. 18 vyplyva, ze akumulace Cd je u této fepky oproti predchozim
testovanym kultivarim odli$nd, a to s ohledem na translokaci tézkého kovu z kofenti do
nadzemni ¢asti. V nadzemni ¢asti byl nalezen srovnatelny, ba dokonce mirné vys$si obsah Cd,
nez v kofenech. Tento vysledek ukazuje na schopnost translokovat vy$si obsah kovii do stonku
a do listt a byt tak potencialnim hyperakumulatorem. Toto tvrzeni plati také v ptipadé hodnoty
TF, ktery je u Ladogy a obsahu Cd nad limitni hranici ,,1* (Tab. 8).

Na grafu zobrazujicim akumulaci Cd v médiu s Cd + BS je vidét, Ze ptijem Cd kofeny je
signifikantn€ vy$si nez v médiu se samotnym Cd, a translokace do nadzemni ¢ésti je naopak
V porovnani s timto médiem snizena (Obr. 18). Z tohoto vysledku mizeme odvozovat rtizné
moznosti, pro¢ dochazi v médiu s Cd + BS Kk vyssimu piijmu Cd kofeny a k nizsi translokaci do
nadzemni ¢asti. Benzoat sodny muize napiiklad vést k vyssi dostupnosti Cd pro kotfeny rostlin,
piipadn& mize ovlivitovat plazmatickou membranu a umoznit tak lepsi prichod ionti Cd?* do

kofenovych bunék. Tyto pfedpoklady vSak nevysvétluji nizky obsah Cd v nadzemni ¢asti. Jako
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pravdépodobnéjsi vysvétleni by se mohlo jevit takové, kdy BS plsobi pozitivné na aktivitu a
tvorbu chelatacnich latek vbuikiach a vede tak k vys$§imu ukladani Cd ve vakuole.
Sekvestrovany kov je timto zpisobem inaktivovan, jeho koncentrace v cytosolu a symplastu je
nizsi a tudiz je jeho translokace do nadzemni Casti omezena. Podobny zavér byl popsan u fepky
olejky, které byl do média s Cd piidan glutathion, latka zndma mimo jiné jakozto vychytavac
ROS (Noctor and Foyer 1998). Glutathion vedl u téchto rostlin K signifikantnimu snizeni TF pro
Cd a dokonce doslo kubytku Cd vsymplastu a omezeni translokace kovu z kofenti do
nadzemni ¢asti. Dale byl popsan zvySeny vydej iontt Cd®* z kofenti do hydroponického média

(Nakamura et al. 2013).
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Obr. 18: Obsah Cd (ug.g* DW) v kofenech a v nadzemnich ¢astech (listech) fepky olejky
(Ladoga) rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez pfidavku Cd, BS ¢i Cd + BS (n =
3). Chybové useCky predstavuji praméry + SE. Hodnoty ve sloupcich, oznafené stejnym

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

Tab. 8: Translokac¢ni faktory [TF= Cdnadzemni st / Clioren] V kofenech a v nadzemnich ¢astech
fepky olejky (Ladoga) rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez ptidavku Cd, BS ¢i
Cd+BS (n=3).

Transloka¢ni
faktor
Kontrola 0,54
Cd 1,12
BS 0,19
Cd + BS 0,16

64



7.3.3 Vliv kadmia a benzoatu sodného na prijem a translokaci K,
Ca, Mg aZn

Obsahy mineralnich latek v kofenech a v nadzemnich ¢éstech testovanych rostlin jsou
uvedeny na obr. 19. Obsahy K (Obr. 19A), Ca (Obr. 19B) a Mg (Obr. 19C) byly zna¢né vyssi
vV nadzemni ¢asti, nez v kofenech. U vSech vySe zminénych mineralnich prvku doslo k redukci
Vv obsahu a pfijmu kofeny rostoucimi v médiu s Cd. Naopak u nadzemnich ¢asti obsahy K, Ca a
Mg znaéné poklesly u rostlin rostoucich v médiu s BS a Cd + BS. Z tohoto vysledku se zda, ze
BS vede K inhibici translokace mineralnich prvkt do nadzemni ¢asti, nikoliv v8ak K inhibici
Vv jejich pfijmu. Benzoat sodny ma tak z tohoto pohledu negativnéjsi vliv na pfenos mineralnich
latek, nez Cd. Obsah Zn (Obr. 19D) byl u kontrolni varianty a varianty s pfidanym BS stejny,
ptipadné vyssi v kofenech nez v nadzemni ¢asti. Aplikace Cd do média pak vedla k redukci jeho
obsahu jak v kofenech, tak v listech. Redukce v tranlokaci Zn nebyla u média s BS a Cd + BS
tolik vyrazna, jako u K, Ca a Mg, nebyla vsak ani zanedbatelna. I v tomto ptipad¢ tak 1ze tvrdit,
ze pridavek BS do média vedl ziejmé k ovlivnéni transportu Zn do nadzemni ¢asti.

Dle studie od Mickky (2016) 1ze pouzit BS jako velmi u¢inny prostfedek pro oSetfeni
semen Vicia faba kli¢icich v motské vodé, ktera by jinak prochazela znaénym stresem
zasolenim. Rostliny se brani nadmérnému mnozstvi soli mimo jiné omezenim jejich transportu
do stonkd a listd. Pokud ma tedy BS pozitivni vliv na rostliny rostouci v zasolené pude¢,
mizeme predpokladat, Ze jeho ucinek povede také k omezeni transportu ostatnich mineralnich
soli z kofent do nadzemnich casti. Tento predpoklad potvrdily vysledky naseho experimentu, v
némz byla ve vSech piipadech pozorovana redukce v translokaci mineralnich prvka z kofend do
listd. Pro podporu naseho tvrzeni by vsak byly potieba jesté dodatecné experimenty (napf.
porovnani obsahu mineralti u rostlin stresovanych zasolenim a té¢zkymi kovy, analyza obsahu
xylému, popis chovani membranovych pienaSecl, ¢i piesny popis chovani BS v cytosolu

kotenovych bunék), které by tuto domnénku potvrdily, ¢i vyvratily.
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Obr. 19: Obsah K, Ca, Mg a Zn (ug.g* DW) v kofenech a v nadzemnich &astech fepky olejky
(Ladoga) rostouci 14 dni hydroponicky v médiu spolu ¢i bez pfidavku Cd, BS ¢i Cd + BS (n =
3). A — obsah Kv kofenech a listech; B — obsah Ca Vv kofenech a listech; C — obsah Mg
kotenech a listech; D — obsah Zn v kofenech a listech. Statistika odpovida popisu u Obr. 18.

7.3.4 Vliv kadmia a benzoatu sodného na obsah proteinii,
superoxidového radikalu, fenoli a flavonoidi

Grafy s celkovym obsahem proteinti, superoxidového radikalu, fenoli a flavonoida
Vv kofenech a v nadzemnich ¢astech jsou zobrazeny na Obr. 20A - D. Piitomnost Cd vede u
rostlin mimojiné k velkym zménam v modifikaci proteind. Jedna se predevSim o nardst
oxidovanych forem, které jsou prednostnimi substraty pro endoprotedzy, enzymy zajist'ujici
proteolytickou degradaci (Romero-Puertas et al. 2002b). Z tohoto hlediska lze pfedpokladat, ze
toxicita Cd zptsobi zmény v mnozstvi proteinii a povede k jejich celkovému ubytku. Na druhou
stranu vSak ptitomnost Cd indukuje také produkci dalsich proteintl, souvisejicich s ochrannymi
funkcemi v rostlinném organizmu. Jak bylo popsano napiiklad u listd topolu rostouciho
V hydroponickém médiu spolu s ptidavkem Cd, doslo v téchto listech k ubytku nekterych
proteint souvisejicich s metabolismem uhliku ¢i majicich vliv na oxidativni stres, zatimco
hladina proteinl reagujicich na abioticky stres se vyznamné zvysila (Kieffer et al. 2008).
Vysledky nasich experimentii ukazuji, Ze kofeny obsahovaly vyznamné niz$i mnozstvi proteint,

jejichz mnozstvi se v zavislosti na varianté testovaného média neménilo, v nadzemnich ¢astech
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byl vSak zaznamenan tbytek proteini u varianty s Cd, a u varianty s Cd + BS (Obr. 20A). Tento
ubytek vSak nebyl statisticky signifikantni. Podobné vysledky byly popsany také u lupiny bilé
(Costa and Spitz 1997), hrachu setého (Bavi and Kholdebarin 2011) ¢i ryZe seté (Hsu and Kao
2004).

Obsah superoxidového radikdlu byl vnaSem experimentu vy$s$i v kofenech nez
Vv nadzemnich c¢astech, zadné signifikaktni zmény v jeho obsahu v zavislosti na varianté
testovaného média vSak nebyly zaznamenany (Obr. 20B). Ve vét$iné piipadi se u rostlin
stresovanych Cd setkavdme s nardistem obsahu superoxidového radikalu, jakozto molekuly
hromadici se béhem oxidativniho stresu (Shah et al. 2001; Romero-Puertas et al. 2004;
Srivastava et al. 2014). Divodi pro vysvétleni naSich vysledkd, které neukazaly vyznamnéjsi
zménu v obsahu radikalu, muze byt vice. Obsah superoxidového aniontu u rostlin zavisi na
ruznych faktorech, jakymi jsou naptiklad mira a délka piisobiciho stresu, rostlinny genotyp ¢i
naptiklad stafi pokusnych rostlin (Shah et al. 2001).

Obsah celkovych fenoli v zavislosti na varianté testovaného média je znazornén na Obr.
20C. Vyssi mnozstvi téchto sekundarnich metaboliti se vyskytovalo v nadzemnich castech nez
Vv kotenech, pticemz jejich obsah se oproti kontrole signifikantné zvysil u variant s Cd a Cd +
BS. Fenoly patii mezi sekundarni metabolity reagujici riznou mérou na bioticky i abioticky
stres. V ptitomnosti t€zkych kovil dokazi fenoly plsobit jako chelatory kovi, ptipadné piimo
jako vychytavaée ROS (Michalak 2006). Byly popsany ptipady, kdy do$lo k ubytku celkového
obsahu fenolti u rostlin stresovanych Cd (Haribabu and Sudha 1970; Sofo et al. 2017),
v literatufe vSak nalezneme také opacné vysledky, popisujici situaci, kdy pfitomnost kovi
nevedla k zadné zméng, anebo zpusobila pouze mirny nartst obsahu fenolt (Jiang et al. 2017).

Flavonoidy patii mezi polyfenolické latky, jedna se o slouceniny schopné vazat volné
kovy a vychytavat ROS, ¢imz se tfadi mezi dilezité rostlinné antioxidanty. V naSem
experimentu byl zaznamenan vys$i obsah flavonoidd v nadzemnich Céastech nez v kotfenech
(Obr. 20D). Ve variantach s Cd a Cd + BS doslo k vyznamné redukci v jejich obsahu. Tento
vysledek by mohl naznacovat, Ze u fepky olejky nepatii biosyntéza flavonoidii mezi hlavni
antioxidaéni cestu, pomoci které by se rostliny chranili pfed toxicitou Cd, a tudiz vyuzivaji jiné
mechanismy obrany. Podobné vysledky, tedy snizeni obsahu flavonoidi po aplikaci Cd, byly
zaznamenany také napiiklad u rostlin Brassica juncea (Kapoor et al. 2016) ¢i Hordeum sativum
L (Lachman et al. 2005).
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Obr. 20: Obsah rozpustnych proteint (A), superoxidového radikalu (B), fenolt (C) a flavonoidu
(D) v kofenech a v nadzemnich ¢astech fepky olejky (Ladoga) rostouci 14 dni hydroponicky
v médiu spolu ¢i bez ptidavku Cd, BS ¢i Cd + BS (n = 6). Chybové usecky predstavuji praméry
+ SE (n = 6). Hodnoty ve sloupcich vypocitané zvlast’ pro kofeny a pro listy, oznacené stejnym

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

7.3.5 Zavér

Pfidavek BS do rastového média nemél negativni vliv na rast a vitalitu rostlin, oproti
aplikaci Cd nezpusoboval zadné inhibice v délce kofend, listové chlordzy, ani redukované
mnozstvi nadzemni biomasy. Pfitomnost Cd vedla u pokusnych rostlin ke snizeni obsahu
chlorofylu a, b a karotenoidt. Dale mél t€¢zky kov negativni vliv na celkové mnoZzstvi proteint,
superoxidového radikalu a flavonoidi. Celkovy obsah rozpustnych fenolt byl vlivem Cd
vyrazn€ zvysen. Pfidanim BS do média nedoslo u zadné pozorované stresové signalni latky ke
snizeni toxického pusobeni Cd. Oproti puvodnimu ptedpokladu tak z nasich experimentt
vyplyva, Ze BS neni vhodnou latkou, ktera by byla schopna redukovat oxidativni stres vyvolany
pridavkem Cd.

Benzoat sodny mél vyznamny vliv na akumulaci Cd a transport mineralnich prvku.
Zvoleny kultivar vykazoval fytoextrakéni potencial, dany vysokou mirou translokace Cd
z kotend do stonkti a TF, ktery dosahoval hodnoty ,,1,12. Po ptidani BS do média s Cd doslo
k vyraznému zvyseni obsahu Cd v kofenech a naopak k poklesu jeho obsahu v nadzemni &asti.
U v8ech sledovanych mineralnich prvki doslo v médiu s BS a Cd + BS ke sniZeni jejich obsahu

v nadzemni ¢asti, kdeZto jejich ptijem kofeny nebyl oproti médiu s Cd ovlivnén.
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7.4. Anatomické experimenty a imunofluorescenéni znaceni MTs
Vv kofenech repky olejky (B. napus)

Anatomické experimenty s fepkou olejkou zahrnovaly fluorescenéni barveni pii¢nych
tezil kotene a imunofluorescencni znaceni MTs v kofenech. VSechny anatomické metody byly
aplikovany na rostliny nasledujicich variant: kontrola, 5 uM Cd, 10 uyM BS a 5 uM Cd + 10 uM
BS. Kromé¢ fepky olejky byla pouzita pro srovnani také jednodélozna kukutice seta (Zea mays),
ktera byla péstovana ve stejnych podminkach (slozeni hydroponického média, doba kultivace,
svételny a teplotni rezim), jako rostliny fepky olejky. Pouze koncentrace Cd a BS byly u
kukufice odlisné, hydroponické médium obsahovalo 50 uM Cd (5620 pug Cd v CdCl,.2H;0) a
100 uM BS (1441 ng BS).

7.4.1 Fluorescenc¢ni barveni korenii Fepky olejky

Malé fluorescencni molekuly, vazici se specificky na ionty kovil, umoziuji zobrazit miru
interakce téchto kovli s bunéénymi strukturami, misto akumulace v bunkach ¢i
organech/pletivech a v neposledni fadé davaji informaci o transportu, funkci a toxicité daného
kovu pro sledovany pokusny organismus. V soucasné dobé existuje velké mnozstvi komeréné
dostupnych fluorofort specificky se vazicich na ionty riiznych kovii, jakymi jsou naptiklad Zn?*
(Goldsmith and Lippard 2006), Cu?* (Miller et al. 2006), Fe?*, Fe*" (Crichton et al. 2002) &i
Hg?* (Nolan et al. 2006). Vzhledem k podobnosti iontd Cd** a Zn?** je komplikované vytvofit
fluorofor specificky pouze pro Cd a zaroven minimalizovat vazbu tohoto fluorescenéniho
barviva na fyziologicky pfirozené se vyskytujici ionty Zn?*.

Fluorescen¢ni barva Leadium™ green je popséana jako specifickd barva znadici Cd?* a
Pb?* v rostlinach (Zhang et al. 2012; Zhao et al. 2013), o vazbé tohoto fluoroforu k iontiim Zn?*
se vyrobci nezminuji. Ztohoto divodu jsme barvu pouzili pro vizualizaci lokalizace Cd
v rostlinnych kofenovych bunkach. Po aplikaci Leadmia k pficnym kofenovym feziim
pochazejicim ze stiednich ¢asti kofent je patrna zelena fluorescence, ktera znaéi vazbu Leadmia
K iontim kovu, a ktera se vyskytuje nejen u variant s pfidanym Cd (Obr. 21B, D), ale v mensi
mife také u kontroly a u varianty s BS (Obr. 21A, C). Experiment byl opakovan ctyfikrat, vzdy
se stejnym, pozitivnim signalem v kontrole. MiZe se jednat o nespecifickou vazbu na jiny iont,
napiiklad na vyse zminény Zn?". Vysledky pouziti Leadmia, jakoZzto fluroforu znaciciho Cd, se
v literatute 1isi. Naptiklad autofi Li et al (2012a) ¢i Lu et al. (2008) dokumentuji pritomnost

navazaného fluoroforu pouze v piitomnosti Cd, naopak z vysledkl od autord Zhao et al. (2013)
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je vidét, ze zeleny signal se vyskytuje v mensi mife i u kontroly, coz vSak autofi nijak
nekomentuji. Hu et al. (2012) pro zménu kontrolni variantu viibec neukazuje. Podle nejnovejsi
studie, ktera se snazila spektrofluorometricky urcit selektivitu Leadmia pro rizné ionty kovi
vyplyva, ze Leadmium green se V in vitro podminkach véaze k iontiim Zn?* s vy$$i afinitou, nez
k iontim Cd?*, nicméné maximalni fluorescence je v piipadé Cd téméi dvakrat vyssi, nez
v ptipadé¢ vazby k Zn. Autofi dale uvadéji, ze Leadmium green mizeme povazovat Zza
fyziologickych podminek v Zivych butikach za specificky fluorofor pro detekei iontti Cd?*, a Ze
jeho vazba k Zn?* je minimalni (Malaiyandi et al. 2016).

Pokud bychom chtéli stanovit, které buné&né struktury obsahuji ionty Cd?*, bylo by to
Vv piipadé fepky obtizné vzhledem k pozitivnimu signalu u kontrolni varianty (Obr. 21A) a u
varianty s BS (Obr. 21C). Stejna série experimenti vSak byla nezavisle provadéna také u
kukufice seté (Zea mays). Zde je vidét, Ze ackoliv se zeleny signal opét vyskytuje u kontroly
(Obr. 22A) a varianty s BS (Obr. 22C), varianta s pfidanym Cd (Obr. 22B) a Cd + BS (Obr.
22D) sviti vyrazn€ intenzivnéji. Signal se vyskytuje predevsim v rhizodermalich bunikéch, a
oproti rostlinam rostoucim v médiu s Cd + BS je u varianty s Cd fluorescence silnéjsi a zasahuje

vice vrstev bun¢k (Obr. 22B). Zaznamenat lze dale slabsi zelené odezvy ve vrstvé kortexu a

také v endodermis.

Obr. 21: Detekce Cd ve stfednich castech kotfenti fepky olejky (Ladoga) rostouci 14 dni
hydroponicky v médiu spolu ¢i bez piidavku Cd a BS. A — kontrola; B — médium s Cd; C —
médium s BS; D — médium s Cd + BS. M¢titko predstavuje 100 um.
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Obr. 22: Detekce Cd ve stiednich ¢astech kofenti kukutice seté (Zea mays) rostouci 14 dni

hydroponicky v médiu spolu ¢i bez piidavku Cd a BS. A — kontrola; B — médium s Cd; C —
médium s BS; D — médium s Cd + BS. M¢ftitko predstavuje 100 um.

7.4.2 Imunofluorescencni detekce MTs v korenech Fepky olejky

Mikrotubularni cytoskelet je velmi dynamickéd struktura, kterd se podili naptiklad na
spravném bunééném deéleni a rlstu, zajistuje pohyb organel, kompartmentalizaci a intracelularni
transport (Ehrhardt and Shaw 2006). Mikrotubuly reaguji jako jedna z prvnich bunécnych
komponent na vnéjii stres. U¢inek Cd na MTs struktury je znaény, vede napfiklad k narugeni
mitézy spolu se vznikem dezorganizovaného mitotického vieténka (Siddiqui et al. 2009),
zpusobuje depolymeraci kortikalnich MTs a narusuje jejich orientaci (Horiunova et al. 2016).

V ramci naSich experimentll jsme nejprve testovali efekt kratkodobych davek Cd na
rozlozeni MTs v Kortikalni vrstvé kofenovych bunék. Buitky kontrolni varianty mély spravné
transverzalni uspofadani MTs, nebyla patrna Zadna depolymerujici vldkna (Obr. 23A). NaruSeni

MTs se vsak objevilo jiz pfi nejnizsi davce Cd (50 pM, obr. B), kdy doslo k naruseni
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transverzalni orientace, které se vyskytovalo i u ostatnich davek tézkého kovu. U dvou
nejvyssich koncentraci Cd (100, 150 uM) je patrna nejen zmeéna orientace MTs, ale také znacna
depolymerace vlaken (Obr. 23C, D). Reaktivni formy kysliku, které vznikaji v nadmérném
mnozstvi po aplikaci Cd, vedou k naruSeni redoxniho stavu v buiikach. Tato nerovnovaha ma
dopad na cely MTs systém, vyznacujici se pravé depolymeraci MTs a naruSenim orientace
vlaken (Livanos et al. 2014), jak tomu bylo také v nasem experimentu. Z literatury je znamo, ze
MTs cytoskelet je velmi citlivy jiz na malé koncentrace Cd, jak bylo popsano napiiklad u
kotenti hrachu. K naruseni vlaken zde doslo jiz po aplikaci Cd v koncentraci 0,25 pM CdCl;
(Fusconi et al. 2007), coz déla z MTs cytoskeletu potencialné citlivy marker pro detekci tézkych
kovll v prostfedi. Autofi také sledovali vlastni zivotaschopnost bunék a zjistili, Ze ackoliv vede
pridavek Cd k naruseni cytoskeletu u vSech testovanych davek tézkého kovu, viabilita bunék
klesala az pfi nejvyssich davkach Cd (25, 250 uM Cd). Tento vysledek mize naznacovat, ze
zména orientace MTs vlaken neni pro buiiky tolik fatalni, jako jejich nasledna depolymerace,

ktera nastava v pozdéjsich fazich stresu.
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Obr. 23: Vliv Cd na uspotfadani MTs v kofenech fepky olejky (Ladoga) rostouci 48 hodin
hydroponicky v médiu spolu ¢i bez ptidavku Cd. A — kontrola; B — médium s 50 uM Cd; C —
médium se 100 uM Cd; D — médium se 150 uM Cd. Méfitko predstavuje 10 um.
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Druha sada testovani zahrnovala kofeny oSetfené stejnym zptsobem, jako v experimentu
s BS (kapitola 7.3), jednalo se tedy o varianty kontrolni, variantu s Cd, BS a Cd + BS. Pfestoze
ptedeslé pokusy neprokazaly pozitivni vliv BS na vznik antioxidacnich latek a redukci toxicity
Cd, rozhodli jsme se testovat jeho pfipadny vliv na bunééné rovni a sledovat chovani MTs
aparatu. Jak je vidét na Obr. 24A, kontrolni varianta obsahovala kotenové kortikalni buiiky s
transverzalné uspofadanymi MTs. Shodné vysledky jsou patrné také u varianty s BS (Obr. 24C),
kde se zda, ze svazky jsou vuci kontrole sice tenci, ale ve vétsim a hustSim poctu svazkl. Toto
pozorovani opét doklada, ze aplikace samotného BS neméla negativni vliv na rostlinny rust.
V piipadé pusobeni Cd jsou pozorovatelné depolymerované MTs vlakna spolu s jejich
narusenou orientaci (Obr. 24B). Vliv BS na MTs stresované Cd je zobrazeny na Obr. 24D.
Vidime zde ¢asteéné depolymerované MTs, jejichz orientace v§ak neni naruSena tolik, jako u
varianty se samotnym Cd. Ztéchto vysledki se mizeme domnivat, Ze BS ma potencialné
pozitivni vliv na MTs prochazejici stresem vyvolanym Cd, a naruseni vlaken je diky nému
mensi.

U obou sad testovanych rostlin byly pozorovany klasické symptomy toxicity zpisobené
vys$si davkou Cd, jako jsou listové chlorozy, redukovand nadzemni biomasa a délka kofenti. Na
prodluzovani a rustu kofen se velkou mérou podili pravé MTs cytokelet. Redukce délky
kofentl u rostlin stresovanych Cd je tak zptsobena pfedev§im depolymeraci MTSs vlaken a
tvorbou chromosomalnich aberaci, které vedou k omezeni mitotické aktivity meristematickych

bungk kotene (Seth et al. 2008).
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Obr. 24: Vliv Cd a BS na uspotadani MTs v kofenech fepky olejky (Ladoga) rostouci 14 dni
hydroponicky v médiu spolu ¢&i bez piidavku Cd a BS. A — kontrola; B — médium s Cd; C —
médium s BS; D — médium s Cd + BS. M¢titko predstavuje 10 pm.
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743 Zavér

Detekce Cd v kofenech pokusnych rostlin byla provadéna pomoci fluorescenéniho
barviva Leadmium™ green. V piipadé barveni kofenl fepky olejky nepfineslo dané barvivo
predpokladany vysledek, pozitivni signal byl zachycen jak u kontrolnich variant, tak u varianty
s ptidanym BS. U kukutice byl slaby signal taktéZ zaznamenan u kontroly a varianty s BS,
rozdil intenzity barviva u variant s Cd a Cd + BS je vSak znat vice. Fluorescenéni signal se
vyskytoval predevsim v rhizodermis, endodermis a ¢astecné v kortexu.

Vysledky imunofluorescencniho znaceni MT v kofenech fepky olejky potvrdily
predpoklad, Ze kratkodoba pritomnost Cd vede k okamzité depolarizaci, naruSeni orientace a
rozpadu MTs, a to jiZ pii nejnizsi testované davce t€zkého kovu. Stejny efekt byl pozorovan
také po tydenni kultivaci. Spolu s kontrolni variantou a variantou s Cd byl vizualizovan MTs
cytoskelet také u kotenti rostoucich v médiu s BS a v médiu s Cd + BS. Aplikace samotného BS
neméla negativni vliv na stavbu MTs, vldkna byla transverzaln€ orientovana, spojend do
hustych svazki. Pozitivni vliv BS na stavbu MTs byl pozorovan u varianty Cd + BS, kde sice
dochazelo k depolymeracim vlaken, vlastni orientace vSak nebyla narusena tolik, jako v ptipadé
pusobeni samotného Cd. Oproti vysledkiim ziskanym béhem méteni stresovych faktord se tak
zda, ze BS by mohl uéinné slouzit k ochrané MTs pied toxicitou vyvolynou Cd a pied

oxidativnim stresem, ktery ma negativni dopad na stavbu a orientaci vlaken.
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8. Zavéry

Kadmium vedlo ve vSech ptipadech k redukeci ristu pokusnych rostlin, snizeno bylo jak
mnozstvi celkové biomasy, tak délka kofent. Na listech se objevovaly rizné rozsahlé listové
chlorozy, které souvisely se signifikantnim ubytkem obsahu chlorofylu a karotenoidi. Efektivita
primarnich fotochemickych reakei a vytézek fotochemické reakce Fv/m vsak nebyla oproti vyse
zminénym parametrim vlivem Cd nijak ovlivnéna.

Kyselina salicylovd byla u vSech testovanych kultivardt ve véet$i mife zastoupena
v kofenech, V porovndni s nadzemnimi ¢astmi rostlin, a jeji obsah se vyznamné neliSil u
jednotlivych variant s riznymi koncentracemi Cd V substratu.

Zadné signifikantné vyznamné zmény nebyly potvrzeny ani v obsahu aminokyselin a
reakci na rizné davky tézkého kovu. Pouze u prolinu byla zaznamenana vyssi zavislost mezi
koncentraci Cd a obsahem prolinu u testovanych rostlin, a to pfedev§$im v nadzemnich castech.

Mezi dalsi biochemické stresové markery ukazujici na toxicitu Cd pattily hodnoty obsahu
celkovych rozpustnych proteinti, superoxidového radikalu, fenoli a flavonoida. V reakci na
ptidavek Cd vSak doslo k redukci vlatniho obsahu pouze u flavonoidl, ostatni testované
slouceniny nevykazovaly zadné signifikantni zmény.

Pfi hodnoceni morfologie a anatomie kofend rostoucich v médiu s pifidavkem Cd bylo
zaznamenano signifikantné vy$§i mnozstvi kofenovych Spiéek, které byly rovnéz oproti
kontrolnim kofentim V praméru silngjsi. Kofeny stresované Cd byly vice rozvétvené a
vyskytovaly se u nich ve vétsi mife kofeny prvniho a druhého fadu. Na pficnych fezech
kofenovych S$pi¢ek rostoucich vmédiu s Cd byly patrné zvétSené bunky pericyklu
s nepravidelnym bunéénym délenim. Ve stiednich ¢astech kotfend vedlo Cd k vys$simu ukladani
ligninu/suberinu, predstavované silngj$im autofluorescenénim signalem, a také k ukladani
autofluorescenéniho materialu uvnitt intercelular ve vrstvé kortexu.

Snaha o vizualizaci lokalizace Cd v kofenech probihala pomoci fluorescenéniho barviva
Leadium™ green. Tento fluorofor se vsak ukazal jako nevhodny pro pouziti u kofenii fepky
olejky, pomérn¢ silny fluorescencni signal se totiz objevoval rovnéz u kontrolni varianty.
V piipadé barveni kofenll u kukufice seté byl ziskan lepSi obrazovy material, fluorescencni
signal se nicméné také objevoval v mensi mife u kontrolni varianty.

Vyhodnoceni fytoextrakéniho potencialu u riznych kultivarti fepky olejky naznacuje, ze
jedinym kultivarem, u n¢hoz byl zaznamenan vyssi TF, byl kultivar Ladoga. Ostatni testované
kultivary ptijimaly a uchovavaly vyssi mnozstvi Cd pfevazné ve svych kotenech.

Pfitomnost Cd v substratu ¢i rastovém médiu tzce souvisela s piijmem mineralnich
prvkt. Rozdil v obsahu Ka Ca byl patrny pifedev§im u kultivaru Ladoga, a to v kofenech
rostoucich v médiu s Cd, kde doslo k redukci obsahu téchto mineralnich prvki. Dalsi redukce

K a Ca byla pozorovana v listech rostlin rostoucich v médiu obsahujicim BS a Cd + BS. U
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stejného kultivaru doslo po aplikaci Cd ke sniZzeni obsahu Mg v kotfenech a ke snizeni obsahu
Zn v kotenech i v nadzemnich ¢astech. U ostatnich kultivard péstovanych v hydroponickém
médiu (Cadeli, Viking, Navajo) s vy$§im obsahem Zn byl pozorovan zvyseny obsah K a
naopak snizeny obsah Ca v nadzemnich Castech testovanych rostlin. U dalSich testovanych
kultivarG rostoucich v substratu nebyly pozorovany kromé mirného snizeni obsahu Ca
v nadzemnich c¢astech u kultivaru CZL a ZhongZhuang9 vyznamngj$i zmény v piijmu
mineralnich prvki.

Testovan byl také vliv Zn a BS na chovani rostlin vystavenych zvySenym davkam Cd.
Jak Zn, tak BS, mél slouzit jako ochrana pfed zminénym stresem. V piipadé€ Zn se vSak tato role
nepotvrdila. Benzoat sodny vedl ke znaéné redukcei translokace Cd do nadzemni Casti a také
k omezeni v transportu vétsiny mineralnich prvku, nikoliv vSak v jejich piijmu kofeny. Pozitivni
vliv byl u BS zaznamenan pouze v piipadé€ vizualizace zmén v MTs cytoskeletu, kde se zda, ze
depolymerace a orientace tubulinovych vldken neni tak vyrazn€ ovlivnéna jako u bunék kotent

rostoucich v médiu s Cd.
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10. P¥ilohy

Ptiloha 1: Obsah jednotlivych aminokyselin v kofenech a v nadzemnich ¢astech u fepky olejky (CZL, Benefit, Iwas, ZhongZhuang9). Rostliny (n = 3) rostly

30 dni na ptdach s riznymi koncentracemi pfidaného Cd (0-Kontrola, 50, 100, 150 mg Cd.kg™).

|ASP |GLU [ASN [SER |GLN |HIS |GLY [THR |ARG |ALA |TYR |cYs |VAL [MET |TRP |PHE |ILE [LEU |LYS |PRO

CZL koteny

Ko |0,85+| 0,81 1,53+ 1,12+ | 0,19+ 1,61+ | 0,88+=| 0,31+| 4,67+ | 4,18+ | 0,52+ 1,60+ | 0,80+=| 1,04+]| 0,41+ | 0,45+| 1,26+ | 1,38+ | 0,25+ | 5,40+
nt 0,10| 0,19| 048| 0,23| 0,07| 051| 0,24| 0,07 098| 09| 011| 054| 0,04 028| 0,09| 0,11| 042| 042| 0,04 1,79
50 |0,83£]0,98+| 1,65+ | 1,35+ | 0,23+ | 1,60+ | 0,93+ | 0,32+| 5,37+|4,81£| 0,56+ | 1,74+ | 0,74+ | 1,25+£{0,29+| 0,51+ 1,35+ 1,53+ | 0,30+ | 5,61+
Cd 0,15| 0,23] 0,29| 0,04| 0,03| 0,22| 0,06/ 0,03 0,20/ 0,29| 0,04 0,18| 0,04| 0,11| 0,13| 0,04| 0,22 0,15| 0,06| 0,44
100 | 0,61+ 0,54+ | 1,31£| 0,86+ | 0,18+ | 1,28+ 0,74+ | 0,24+| 4,15+ 3,46+ | 0,42+| 1,36+ | 0,73+ | 0,79+| 0,26+ | 0,35+ | 1,04+ 1,18+ 0,20=| 9,72+
Cd 0,37| 0,10| 0,63| 0,35| 0,09 051| 0,39| 0,12 215| 2,63| 0,23| 0,11| 0,06 0,37| 0,03| 0,15| 042| 0,40| 0,11| 291
150 | 1,07+ 0,92+ | 2,32+ | 2,24+ | 0,27+ | 1,94+ | 1,40+ | 0,43+| 8,12+ 6,77+ 0,79+ 2,54+ 1,67+ 0,33+ | 0,68+ 2,03+ | 2,27+ | 0,38+ | 7,80+
Cd 0,28| 0,10] 0,49| 0,47| 0,05| 0,47| 0,55| 0,10 2,76| 3,15| 0,27| 0,72| NA 0,64| 0,06/ 0,08| 0,69| 0,78| 0,14 1,20
CZL nadzemni cast

Ko |0,50+] 1,39+ 1,33+ 0,52+ | 0,51+ 0,59+ | 0,91+ | 0,36=| 7,19+| 1,41+ | 1,10+| 1,45+ 0,78+ | 0,53+ NA 1,39+ 1,05+ 2,02+ | 0,39+ | 5,36+
nt 0,25| 0,46| 068| 0,23| 0,07| 052| 0,27 022 3,73] 0)58]| 028| 0,78] 0,04| 0,16 053] 048] 0,49| 0,27 0,47
50 ]0,68+=| 1,90+ 2,14+ | 0,82+ 0,42+ | 0,86+ | 1,06+ | 0,550, | 10,08|2,21+| 1,50+ | 1,88+| 0,75+ | 0,68+ NA 1,93+| 1,57+ 2,34+ | 0,69+ | 6,43+
Cd 0,13| 098] 1,22| 0,33| 0,04| 0,23| 0,28 18+ +1,91| 1,10| 0,40| 0,49| 0,00 0,21 0,50 0,40| 0,40| 0,25| 1,18
100 | 0,71+ 0,98+ | 2,76+ | 0,79+ | 0,41+ | 1,00+ | 1,12+ | 0,37+ | 8,66+ | 2,38+ | 0,91+ 2,00+ | 0,73+| 0,79+ NA 1,52+ 1,78+ 2,60+ 0,71+ | 6,21+
Cd 0,51| 048] 2,20 0,47| 0,27| 0,60 0,56| 0,21| 351| 1,79| 0,38| 0,85| 0,03| 0,38 0,67| 0,76/ 0,90| 0,27 151
150 | 0,68+ 1,89+ | 3,59+ 1,24+ | 0,49+ | 1,12+ 1,60+ | 0,49+| 14,37| 4,58+ | 1,63£| 2,29+ 0,73+ | 1,20+ NA 2,04+ 1,98+ 3,16+ | 1,05+ | 7,24+
Cd 0,21 1,14| 199| 066| 024| 049| 0,79| 0,25| £2,76] 193] 053| 096| 0,04| 0,32 0,76| 0,83] 094| 047| 114
Benefit koteny

Ko [0,61+]0,69+| 1,11+ 0,92+ 0,134+| 0,99+ | 0,70+ | 0,21+ | 4,05+ 3,69+ | 0,44+ | 1,06+ | 0,73+ | 1,05+ 0,33+ 0,37+ 0,84+ | 0,86+ | 0,22+ | 8,13+
nt 0,16| 0,07| 052| 0,28| 0,02| 0,26| 0,18, 0,04, 117 142| 0,11| 0,19 0,05/ 0,37 0,02| 0,20 0,17| 0,27| 0,06 1,82
50 |0,48+]0,90+|0,71£| 0,73+ | 0,06+ | 0,70+ | 0,50+ | 0,14+| 2,46+ 2,28+| 0,27+| 0,61+ | 0,71+ | 0,63£]| 0,24+| 0,22+ | 0,46+ | 0,48+ | 0,13+ | 3,51+
Cd 0,05| 0,11 0,24| 0,06| 0,01| 0,10| 0,03] 0,01 0,24| 0,25| 0,04 0,03| 0,02 0,07 0,08 0,01 0,03] 0,06| 001 111
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100 | 0,53+ 0,59+ 1,51+ 1,06+ | 0,09+ | 0,80+ | 0,68+ | 0,18+| 5,16+ 3,14+ | 0,42+ | 1,08+ | 0,74+ | 0,94+ | 0,25+ | 0,32+ 0,84+ | 0,82+| 0,15+ | 10,95
Cd 0,12| 0,24| 0,39| 0,32 0,01| 0,10 0,24, 0,03, 160, 081| 0,06f 025 0,01 0,20 0,01f 0,03| 0,19| 0,18| 0,03| +2,36
150 | 0,51+ 0,60+ 1,44+ 0,93+ 0,11+ 0,92+ 0,69+ | 0,17+| 3,79+ 3,02+ | 0,35+ | 0,85+ 0,80+ | 0,87+ | 0,34+ | 0,31+ 0,66+ | 0,66+ | 0,20+ | 10,48
Cd 0,20| 0,24 0,74 0,32| 0,04 0,38, 0,31| 0,03 1,35 1,30| 0,20( 0,29| 0,03f 0,31 0,11| 0,10| 0,23| 0,20| 0,06| +1,61
Benefit nadzemni ¢ast

Ko [0,95+]|3,20+ 3,55+ | 1,04+| 0,35+ | 1,37+ | 1,36+ | 0,51+| 11,63 3,29+ 1,36+| 1,93+ 0,76=| 0,92+ 1,72+ 1,59+ 2,30+ | 0,76+ | 4,38+
nt 0,08/ 1,41| 058 0,28 0,08| 0,27| 0,24| 0,116| +2,65| 1,00| 0,46| 0,33| 0,04| 0,22|NA 0,53| 0,34 0,77 0,34| 1,91
50 [0,96+| 5,00+ 2,88+ 1,18+ 0,72+ 1,78+ 1,30+| 1,07+| 10,07 | 3,34+ 2,33+ | 2,14+ 0,78+ NA 2,62+ 1,82+ 3,41+ 1,79+ | 3,92+
Cd 0,26| 1,50| 0,76 0,39| 0,26| 040| 0,27 0,19| +1,42| 0,81| 0,89| 0,62| NA 0,08 0,90| 0,63| 1,09| 0,77 1,70
100 | 0,81+ 2,79+ 4,04+ | 1,25+ 0,38+ | 1,30+ | 1,73+| 0,53+| 11,97 3,61+ 1,38+ | 2,03+| 0,76 | 1,05+ NA 1,80+ 1,70+ | 2,55+| 0,79+ | 10,43
Cd 0,25/ 153| 062| 0,18| 0,08| 0,32| 0,64| 0,22| +2,30| 0,78| 0,44| 054| 0,01| 0,09 0,72 050| 0,78| 0,21| +0,61
150 | 0,91+ 4,70+ 3,94+ | 1,45+ 0,72+ | 1,76 | 1,45+| 0,66+| 12,40 3,55+ | 1,57+ | 2,18+ 0,50+ | 0,94+ NA 1,90+| 1,79+ 2,92+ 1,13+| 10,01
Cd 0,16| 1,71| 1,72| 046| 0,22| 045| 047 0,07| +4,46| 1,65| 054| 0,79| 0,44| 00,41 0,70 0,65| 0,82| 0,19| +2,41
Iwas koteny

Ko |0,82+]|0,79+| 1,16+ | 0,85+| 0,10+ | 1,05+ | 0,82+ | 0,22+| 5,08+ 3,21+ 0,42+| 1,21+ 0,85+ | 1,09+ 0,48+ | 0,42+| 0,95+ | 1,03+| 0,21+ | 3,77+
nt 0,36| 0,36 0,41 0,26| 0,02 0,24, 0,26| 0,07 093| 1,64| 0,08| 0,34| 0,02 047| 026| 0,11| 0,26| 0,31 0,10| 1,49
50 [0,55+]0,59+|1,39+|0,82+|0,11+| 1,13+| 0,85+| 0,21+| 4,81+ 2,85+| 0,44+ | 1,17+ 0,82+ 0,41+| 0,42+ 0,930 0,97+ 0,19+ | 3,90+
Cd 0,10| 0,02 0,22| 0,30| 0,02 0,35| 0,15| 0,00| 1,56| 0,74| 0,06| 0,21| NA 0,05 0,01| 0,03 16| 0,15| 0,04 1,41
100 | 0,85+ 1,18+ 1,87+ 1,57+ 0,18+ | 1,76 | 1,43+| 0,32+| 6,99+ 5,85+ 0,55+ | 1,41+| 0,87+ | 1,09+ 0,68+ | 0,60+| 1,16 1,67+| 0,45+| 1,06+
Cd 045| 0,37 0,82| 0,61| 006 049| 049| 0,15 2,79| 2,51| 0,24 0,78| 0,02| 0,46| 014| 0,26| 0,69| 0,49| 0,17| 0,16
150 | 0,76+ 0,93+ 1,44+ | 1,14+ | 0,13+ 1,55+ | 1,12+ | 0,24+| 6,87+ 3,83+ 0,50+ | 1,32+ | 0,84+ | 0,84+| 0,62+ | 0,48+ 1,02+ | 1,11+ 0,25+ | 1,37+
Cd 0,21| 0,04 0,32/ 0,05| 0,02 0,05, 0,11, o,07| 1,87| 0,39| 0,18 0,52| 0,02 0,15| 0,09 0,13| 0,45| 0,39| 0,02| 0,33
Iwas nadzemni ¢ast

Ko [0,51+]| 1,75+ 2,56+£| 0,75+ | 0,24+ | 0,30+| 0,79+ | 0,22+ | 6,75+ 2,60+ | 0,66+ | 1,26+ 0,61+ NA 0,76+ 0,99+ | 1,17+ 0,38+ | 5,50+
nt 0,14| 1,01| 0,71 0,19| 0,05 0,11| 0,21| O0,07| 1,42| 091| 0,12| 0,21| NA 0,24 0,19/ 0,20 0,26| 0,13| 3,07
50 |1,05+£5,89+£ 5,17+ 1,98+|0,51+]2,83+(2,29+| 1,03+| 15,02 4,91+ 2,17+ 2,73+ 1,09+ NA 2,52+ 12,25+ 3,34+ | 2,42+ | 4,98+
Cd 0,34| 1,34| 064| 045| 0,16| 060| 0,43| 0,10| £2,59| 0,57| 0,67 0,32| NA 0,39 0,83| 0,40 0,93| 0,85| 2,27
100 | 1,03+ 3,65+ | 4,86+ | 1,66+ | 0,40+ | 1,504 | 2,06+ | 0,47+ | 14,23 (4,72 | 1,44+ 2,55+ 1,10 | NA 11,68+ 2,044 [ 2,83+ 1,11+ | 12,99
Cd 042 1,89| 2,28 0,76 0,10| 0,70| 054| 0,16| +£3,60| 1,52| 0,46| 056| NA 0,11 0,55 0,42| 0,85| 0,39| +4,02
150 | 0,67+ 2,23+ 2,64+ 0,88+ | 0,32+ | 0,70+ | 1,06+ | 0,29+| 9,64+|2,45+| 0,97+ | 1,79+ | NA 0,77 NA | 1,25+]| 1,47+| 1,92+| 0,45+ | 13,88
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Cd \ 0,18\ 0,81\ 1,04\ 0,26\ 0,06\ 0,45\ 0,49\ 0,07\ 2,26\ 1,17\ 0,16\ 0,49\ \ 0,30\ \ 0,32\ 0,43\ 0,48\ o,21| +1,15

ZhongZhuang9 koteny

Ko [0,72+] 0,91+ 1,80+ | 1,07+ | 0,114 | 0,99+ | 0,79+ | 0,22+ | 3,99+ | 4,54+ | 0,41+ | 1,26+ | 0,79+ | 1,27+ NA 0,34+ | 1,03+ | 1,05+| 0,29+ | 8,37+
nt 045| 0,31 097| 052| 0,02 0,29| 0,26f 008 1,72, 1,73| 0,16 0,58| 0,04 047 0,09| 050| 043| 0,09 227
50 |0,70+£] 1,29+ 1,79+ 1,07+ | 0,10+ | 0,94+ | 0,81+ | 0,22+| 4,33+ 4,45+| 0,42+ | 1,23+| 0,75+ | 1,27+ NA 0,35+ 0,97+ | 1,05+| 0,24+ | 9,97+
Cd | 030] 0,29| 093] 0,35] 0,03| 021 0,5 0,07 110 149| 012] 052| 0,05 044 0,11} 0,43| 0,36 0,05 6,30
100 | 0,76+ 0,70+ | 2,09+ | 1,21+ 0,10+ | 0,90+ | 0,85+ | 0,26+ | 4,77+ | 4,16+ | 0,50+ | 1,52+ 0,79+ | 1,32+ NA 0,44+ 1,26+ | 1,24+| 0,22+ | 11,04
Cd | 018 0,16| 0O,74] 031| 0,03| 0,19| 0,28] 006| 132| 189, 014| 045| 0,02| 0,30 0,11| 0,44| 0,38| 0,02| £3,97
150 | 0,69+ | 1,14+ 1,52+ | 1,00+ | 0,11+ | 0,84+ | 0,74+ | 0,23+ | 4,04+ | 3,87+ | 0,47+ | 1,37+ 0,82+ | 1,18+ NA 0,41+ 1,13+| 1,08+ | 0,20+ | 9,29+
Cd | 0,08] 0,24| 055| 0,36| 0,01| 0,27| 0,22] 0,03] 160| 1,81 0,08] 0,23] 0,11| 0,41 0,04| 0,22| 0,22| 0,07 3,97

ZhongZhuang9 nadzemni cast

Ko | 1,30+ 3,53+ | 3,43%| 1,15+ 0,35+ | 1,44+| 1,28+| 0,66+ | 11,30| 3,78+ | 1,72+ | 2,37+ | NA 1,03+ NA 2,07+ | 1,96+ | 2,95+ 0,92+ 5,78+

nt 021 033 081 0,17 0,06 0,35 0,15 0,22| +1,68| 0,38] 0,37 0,45 0,09 0,54 0,39| 0,68| 0,19 0,53
50 | 1,14+ 2,74+ 3,85+ | 1,35+ | 0,42+ | 1,72+ | 1,80+ | 1,33+| 12,28 | 4,00+ | 2,42+ | 2,91+ 1,22+ NA 2,67+ 2,59+ 4,41+ | 1,74+ | 7,74+
Cd 0,30 098 166 046 0,03 060 0,88 048] +490| 1,25| 1,03| 0,87 |NA 0,48 097 081 125 0,88 2061
100 | 1,37+ 3,23+ | 4,66=| 1,57+ 0,74+ | 2,17 | 1,770 | 1,02+| 16,18 5,57+ 2,38+ 3,14+ 1,38+ NA 2,44+ 2,70+ 3,98+ | 1,52+ | 8,48+
Cd 0,20 1,13] 0,24| 0,22] 0,28| 0,70 38| 0,50 £298| 1,23| 0,88| 0,78 NA 0,18 098] 0,67 097| 0,69| 1,88
150 | 1,37+ 3,31+ | 4,38+ | 1,37+ 0,58+ | 1,89+ | 1,40+ | 0,76+| 14,34| 4,34+ 2,00+ | 2,78+ 1,15+ NA 2,53+ 2,37+ 3,60+ | 1,37+| 10,49
Cd 0,13 1,13 090, 0,11| 0,24| 0,07] 0,04] 014 £1,19] 042] 045| 0,25| NA 0,04 0,55] 0,11] 0,43]| 0,41] +3,90
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