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ABSTRAKT

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou fazeny mezi organické slouceniny,
které svym dlouhodobym setrvavanim zatézuji zivotni prostfedi. Na pfitomnost PAU
reaguji zejména vodni rostliny. Okiehek mensi (Lemna minor L.), vodni rostlina
charakteristicka tim, Ze je vystavena pusobeni cizorodych latek pirevaznou casti svého
téla, pfedstavuje vhodnou modelovou rostlinu pro studium vyvojovych a metabolickych
reakci na piitomnost polycyklickych aromatickych uhlovodikii. Cilem diplomové prace
bylo sledovat vyvojové a metabolické odpovédi okiehku mensiho na pisobeni
polycyklického aromatického uhlovodiku fluoranthenu. Po dobu 21 dni byly
pozorovany u ¢tyf koncentraci fluoranthenu, které predstavovaly bézné se vyskytujici
(0,1 a 0,5 mg FLT/l) a mirné zvysenou (1 a 5 mg FLT/l) koncentraci fluoranthenu,
metabolické a bioenergetické odpovédi. Dale byly pozorovany rustové a vyvojové
zmény a zmény v obsahu fytohormonil. Studium bylo zaméteno i na morfologii rostlin.
Z vysledkl prace bylo patrné, ze ptitomnost fluoranthenu méa vyznamny vliv na vzhled
a produkci rostlin. Dale byl prokazan zna¢ny negativni vliv na parametry rustu.

Fluoranthen prokézal vyznamny vliv na produkei rostlinnych hormon.

Kli¢ova slova: metabolismus, vyvoj, Lemna minor L., polycyklické aromatické

uhlovodiky, fluoranthen



ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are ranked among the organic compounds
with long-term permanence pollute the environment. The presence of PAHSs react
particularly aquatic plants. Duckweed (Lemna minor L.), water plant characterized in
that it is exposed to foreign substances significant portion of his body, is a suitable
model for the study of plant developmental and metabolic responses to the presence of
polycyclic aromatic hydrocarbons. The aim of the thesis was to observe developmental
and metabolic responses duckweed on the effect of polycyclic aromatic hydrocarbon
fluoranthene. For 21 days were observed in four concentrations of fluoranthene, which
accounted for commonly occurring (0.1 and 0.5 mg FLT / 1) and slightly increased (1
and 5 mg FLT / L) concentrations of fluoranthene, metabolic and bioenergetic response.
We were also observed growth and developmental changes and changes in the content
of phytohormones. The study was focused on plant morphology. The results of this
work, was evident that the presence of FLT has a significant impact on the appearance
and production plants. It was also demonstrated a significant negative impact on the
growth parameters. Fluoranthene demonstrated significant effects on the production of

plant hormones.

Keywords: metabolism, development, Lemna minor L., polycyclic aromatic
hydrocarbons, fluoranthene
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1 UVOD

Rust a diferenciace ptivodnich meristematickych bunék v buiky specializované
predstavuji jeden z nejcharakteristictéjSich projevi rostlin. Projevu rlstu a
diferenciace jsou z hlediska casového sledu nazyvany vyvojem rostlin. Zakladni
vlastnosti u rostlin, ktera probiha po celou dobu jejich Zivota, je neustaly piijem,
pfeména a vydej latek. Tento sled pochodl je zndm pod pojmem metabolismus
rostlin. O problematiku vyvojovych a metabolickych procesii rostlin se lidé zacali
zajimat od t¢ doby, kdy rostliny zacaly pfedstavovat zptisob jejich obzivy. Lidé tak
ziskavali dlouholeté zkuSenosti, které v soucasné¢ dobé vedou k ziskdvani novych
védeckych poznatki, uplatiujicich v oboru zemédélstvi a lesnictvi. Plsobenim
nepiiznivych podminek vné&jsitho prostiedi muize dochézet k nestandartnim
vyvojovym a metabolickym procestim.

Zivotni prostiedi je pribézné znedistovano znaénym mnoZstvim nebezpednych
chemickych latek o rizné struktufe a urovni toxicity (GIANFREDA a RAO 2004).
Do prostfedi se dostavaji cizorodé latky vlivem zemédé€lskych a primyslovych
exhalaci. Tyto latky maji negativni vliv na vodni a terestricky ekosystém. Vodni
prostiedi je kontaminovano zejména latkami organického pivodu, mezi které patii i
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU). PAU pfedstavuji karcinogenni
mutagenni latky, které piisobi na Zivé organismy vcetné cloveka. Proto jsou
polycyklické aromatické uhlovodiky fazeny mezi vyznamné rizikové latky.
V Zivotnim prostfedi je nutné PAU ocekavat vSude tam, kde je vysoce rozvinuto
zpracovani ropy a uhli. Svou vysokou perzistenci mohou zptisobovat stresové reakce
u rostlin, ovliviiyjici fadu fyziologickych a biochemickych procest, které
determinuji vyvoj a metabolismus rostlin.

Do poptedi spole€enského zdjmu ochrany zivotniho prostfedi se v soucasnosti
dostavaji rostliny, plnici tlohu bioindikatord. Bioindikéatory pfedstavuji organismy,
jejichz Zivotni funkce jsou v korelaci se Skodlivymi faktory zivotniho prostfedi a

mohou tak slouzit jako ukazatelé téchto nezddoucich faktort.
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Rostliny jsou schopny svou reakci vyvolavat odezvu na vnéjs$i podnéty. Mezi
nejcasteji se vyskytujici negativni vnéjsi podnét, ktery vyvolava stres u rostlin, patii
latky, zatéZujici Zivotni prostiedi. Rada rostlin je schopna hyperakumulace,
predstavujici zvySenou akumulaci cizorodych latek. Neni vSak vylouceno, ze
hyperakumulator nemiize soucasné¢ plnit ulohu bioindikatoru. Ekologicky
monitoring, vyuzivajici testovaci rostlinné organismy, uplatiiuje rostlinné
bioindikatory jako ukazatele toxickych vlivii (VAVROVA et al. 2003).

Na organické latky typu polycyklickych aromatickych uhlovodikii vyznamné
reaguje mald vodni rostlina z ¢eledi Araceae (dfive Lemnaceae), pod nazvem
okfehek mensi (Lemna minor L.). Tato drobnd, na hladiné plovouci, rostlina ma
vysokou toleranci vi¢i pH. Vzhledem ke zna¢né snéasenlivosti okiehku vuci silné
eutrofizaci, vy$§imu obsahu soli 1 jinym antropogennim zneciSténim je povazovan
za vhodny bioindikator organického zatizeni vodniho ekosystému. Diky své
anatomické stavbe, kterd se sklada z listkovitého ¢lanku a jednoduchého kotinku, je
okfehek snadno pouzivanym rostlinnym materidlem v laboratofich. Okiehek mensi
tak pfedstavuje vhodnou modelovou rostlinu pro fadu toxikologickych testd,

biochemickych testi véetné biotestt (MKANDAWIRE a DUDEL 2007).
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2 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit ristové a metabolické odezvy okiehku
men$iho na pusobeni polycyklického aromatického uhlovodiku fluoranthenu (FLT),
ktery se bézn¢ vyskytuje v zivotnim prostiedi. Tento polycyklicky aromaticky
uhlovodik je piedstavitelem mozné toxické zatéze pro rist a vyvoj rostlin. Studium bylo
zaméteno na ovlivnéni metabolismu a bioenergetiky antioxidacni odpovédi (lipidova
peroxidace a intaktnost membran) a dale pak na ristové a vyvojové procesy rostlin
Lemna minor L. Jednim zprvnich kroki bylo sledovat v nékolika koncentracich
morfologii rostlin, viabilitu a reprodukci, dale pak stanovit parametry rastu, mezi které
patii specificka listovd plocha, délka kofenii a obsah fotosyntetickych pigmenta.
V téchto parametrech byly piedpokladany fyziologické zmény. Mezi dalSimi
experimentalnimi kroky v diplomové praci bylo sledovat procesy fotosyntézy a
akumulaci suSiny. Dale pak bylo cilem popsat snizeni produkcnich schopnosti
prostfednictvim parametrti fluorescence chlorofylu a kvantového vytézku elektronového
transportu fotosystému II. V neposledni fadé¢ bylo cilem stanovit hormondlni zmény
obsahu kyseliny abscisové (ABA) jako hlavniho markeru stresu, cytokininil a etylénu,

predstavujicich markery stresu.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rust a vyvoj rostlin ve vodnim ekosystému

Ontogeneze rostlin, nebo také rast a vyvoj rostlin, pfedstavuje strukturni a funkéni
zmeény, pii kterych rostlina vznikd, vyviji se i zanikd. Tyto zmény ptedstavuji procesy,
které jsou na sob€ navzajem zavislé. Béhem rostlinné ontogeneze dochazi k ¢asovym
usekim ristu a diferenciace, které jsou nazyvany vyvojem. Ristové procesy nejsou u
vétSiny rostlinnych organizmi pevné ur€eny. U rostlinnych druhti 1ze vSak pozorovat
zietelnou orientaci nové se vytvarejicich struktur a opakovani urcitych strukturnich
jednotek. Polarita bunék a celych organt, projevujici se nestejnymi vlastnostmi
protilehlych, ale zdanlivé stejnych struktur ma u rostlin zvlastni vyznam. Polarita je
kratce po vzniku nové buiky ovlivnéna faktory vnéjSiho prostiedi. Rostliny jsou
charakteristické svoji jedine¢nou vyvojovou flexibilitou, kterd je zplsobena stile se
ménicim prostfedim. V pribéhu celého svého vyvoje si rostliny udrzuji stdlou aktivitu
meristétmovych bunck a tvoii nové organy. Na téchto vyvojovych procesech se kromé
jiného také podileji rostlinné hormony (VANSTRAELEN a BENKOVA 2012). CUBAS

et al. (1999) prokazali, Ze fada vyznamnych proteinli se podili na rstu a vyvoji rostlin.

Vodni rostliny a rostliny terestrické se svym vyvojem a rastem do zna¢né miry lisi.
Zivotem rostlin ve vodnim prostfedi znemoziuje jejich vysychéni, eliminuje gravitaci a
pomoci vysokého mérného tepla vody dochéazi k udrzeni teplotni stability u rostlin.
Vodni rostliny se béhem vyvojovych a rastovych procesti pfizptisobuji svymi tély
prostiedi, ve kterém Zziji. Cévni svazky vodnich rostlin se vétSinou redukuji na jeden
svazek. Tento svazek probiha stfedem stonku rostlin a v uzlinach stonkovych ¢lankt se
napojuje na cévni svazky listd. Charakteristicka je 1 stavba kofenil. Uvnitf kofend se
nachazi mezibunécné prostory, které jsou vyplnény vzduchem a cévni svazky jsou zde
silné redukované. Nékteré hydrofyty se vyznacuji znacnou redukci organti, pii Cemz

jsou tyto rostliny (Wolffia, Lemna) tvofeny malymi ¢lanky plovoucimi na vodni hlading.
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Svétlo, vyska vodniho sloupce i proudéni vody véetné mnozstvi vodnich Zivin a teploty
se podili na vngjsi stavbé té€la vodnich rostlin. Nejvyssi rust u rostlin byl prokazan
vlivem pusobeni Cervené¢ho svétla (HEUSEMANN a REINERT 1976). Béhem svého
rustu a vyvoje vytvaii télo rostlin vice pfechodnych forem. Rostliny se d€li na typy
pfizptisobené znacné hloubce, pobiezni typy, bahenni typy a rostliny, pro které neni
voda pfirozenym zivotnim prostfedim (vlhkomilné rostliny). Hlavnim kritériem pro
dé€leni rostlin mezi jiz zminéné typy je vyska vodniho sloupce. Vodni druhy rostlin se
musi béhem svého zivota vyrovnavat s fadou mechanickych problémd, jako je naptiklad
upevnéni v substratu na zékladé kotfenového systému, ktery je vytvaifen podle typu
vodniho prostiedi. U volné plovoucich vodnich rostlin je zndmo velmi malé mnozstvi
informaci o fotosyntéze a fotorespiraci. Podle studii, které provedl LONGSTRETH
(1989), vyplyva, Ze u vodnich rostlin nedochdzi k zddnym specifickym zménam pfi
fixaci uhliku oproti C3 rostlinam. U sladkovodnich druhti rostlin byvaji charakteristické
velké mezibunécné prostory, které obsahuji vysokou koncentraci oxidu uhlicitého.
Vzhledem k tomuto faktu muZze u vodnich rostlin dochazet k intenzivnéjsi fotosyntéze
nez u terestrickych druht rostlin. Na fixaci uhliku se podili i fada jinych faktort

prostiedi, mezi které patii teplota, nebo také hustota toku fotont.

3.2 Metabolické a bioenergetické déje u rostlin

Metabolické d€je u rostlin rozliSujeme na primarni a sekundarni metabolismus.
Primérni metabolismus zahrnuje zékladni chemické pfemény, na kterych ptimo zavisi
vyvoj a rast rostlin prostfednictvim energetického zajiSténi Zivotnich pochodi.
Rostlinné télo je slozeno ptrevazné z uhliku, kysliku, vodiku a dusiku. Tyto prvky
rostliny pfijimaji ve formé& oxidu uhli¢itého, vody a dusi¢nanli. Kromé téchto latek
pfijimaji rostliny mnoho dalSich mineralnich a stopovych prvkil, i kdyZz ve vyrazné
mens$im mnozstvi. Podle typu vyZivy jsou rostliny ¢lenény na autotrofy a heterotrofy.
VétSina rostlin je fazena mezi autotrofni rostliny vzhledem k jejich schopnosti

pfeménovat anorganické latky na organické. V opacném piipadé se pak jedna o
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heterotrofni rostliny. Rostlinné organizmy vykazuji obrovskou genetickou variabilitu
V metabolismu na mnozstvi vzajemné souvisejicich biochemickych reakci, udrzujicich
zivotaschopnost rostlin. Metabolické drahy odpovédné za asimilaci a vyuziti uhliku,
dusiku a dalSich prvki jsou vysoce regulované. Tyto drahy jsou ovlivnény fadou faktort
— teplotou, intenzitou svétla a dostupnosti vody. Metabolické a bioenergetické déje u
rostlin jsou déleny na procesy anabolické a katabolické. Pfi anabolickém procesu
dochazi ke vzniku slozitéjsich latek z latek jednoduchych. Mezi tyto procesy patii napf.
nazyvan katabolismem. Pti katabolickych dé&jich dochéazi k rozkladnym procesim,
slouzicim k ziskavani energie. Mezi tyto procesy je fazeno napi. dychani. Aktivita
fotosyntézy 1 dychani rozhoduje o celkové bioenergetice a produktivité rostliny, jak bylo
prokazano i u okiehku (KHELLAF a ZERDAOUI 2010). V pribéhu metabolismu
vodnich rostlin dochazi k uvoliiovani fady nejriiznéjsich latek do svého okoli. Tyto latky
pak ovliviiuji ostatni slozky biocendzy. U vodnich rostlin se zejména jedna o fytoncidni,
baktericidni a protistocidni latky. Kromé téchto latek vSak bylo také prokazano
vyluc¢ovani dalSich biologicky aktivnich latek, které maji povahu rostlinnych hormonti
(kyselina abscisova, kyselina indolyloctova). Vylucovani biologicky aktivnich latek
predstavuje sekundarni metabolismus rostlin, zahrnujici chemické procesy, pomoci
kterych dochéazi k produkci a odbouravani specifickych nebilkovinnych chemickych
latek.

3.3 Stres u rostlin

Vzhledem Kk trvale pfisedlému zpisobu Zivota byvaji rostliny neustale vystavovany
ménicim se podminkdm prostiedi, které pak u nich vyvolavaji stres. U rostlin tak
dochazi ke zpomaleni jejich jednotlivych procesi (PITERKOVA et al. 2005). Stres
rostlin pfedstavuje dynamicky komplex mnoha reakci na plsobeni stresovych
podminek. Jedna se zejména o zmény pocasi, o herbivory, které se jimi zivi, ultrafialové

zafeni, ale 1 cizorodé latky, nachazejici se v jejich prostfedi, které mohou na rostliny
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pusobit negativnim G¢inkem. Tyto nepfiznivé vlivy nazyvame stresory. Podle charakteru
pusobeni stresoru se déli stres na bioticky a abioticky stres. Pfisedly zptisob Zivota
neumoziuje rostlindm pied plsobenim stresoru uniknout, proto se u nich vyvinuly
ucinné obranné mechanizmy, které jim umoznuji prezit v jejich pfirozeném prostiedi
(BUCHANAN et al. 2000). Na stresové podminky reaguji rostliny prostfednictvim fady
fyziologickych, bunécnych a molekularnich procesi. Dochdzi tak ke spusténi
mechanizmii, které jsou geneticky podminény a zapojuji se bezprostfedné¢ po plusobeni

stresoru (SHINOZAKI a YAMAGUCHI-SHINOZAKI 2007).

3.4 Obranné reakce rostlin na ptasobeni stresovych faktori

Béhem svého riistu a vyvoje jsou rostliny vystavovany proménlivym podminkdm
vnéjSiho prostfedi, které mohou na né€ mit negativni vliv. Plasobenim téchto
neptiznivych podminek mulze dochazet ke zpomaleni Zzivotnich funkci, poSkozeni
jednotlivych orgdnd nebo pfimo k thynu rostlin. V dnesni dobé se jednd zejména o
pusobeni toxickych latek, které se volné vyskytuji v zivotnim prostfedi. Mezi nejcastéji
vyskytované toxické latky v prostiedi patii fada chemickych sloucenin, které maji na
rostliny zna¢ny vliv. Takovéto latky se do zivotniho prostfedi dostavaji zejména
zemédé€lskou a primyslovou antropogenni ¢innosti. V¢asna identifikace faktort, které
jsou zapojeny do reakci rostlin na piisobeni stresovych podminek, umoziuje detailngjsi
studium dané problematiky a zaroven technologického piistupu zdokonaleni
zemédé€lské vyroby a kvality Zivotniho prostiedi (LABRA et al. 2006). Abiotické
stresové podminky, ptedstavujici sucho, zasoleni, extrémni teploty, zatizeni prostredi
toxickymi latkami piedstavuji pro zeméd€lstvi soucasné doby ne piiliS pozitivni
predispozici. Proto ma objasnéni mechanizmii odpovédi rostlin na ptisobeni stresovych
faktort prakticky vyznam. Z metabolického hlediska dochazi pti obrannych reakcich u
rostlin k biosyntéze alespon tii typa sloucenin, mezi které patii slouceniny, podilejici se
na aklimaci rostlin a latky, podilejici se na pfenosu signald, které reaguji na ptisobeni

stresorll. Mezi naposledy zminéné patii kyselina abscisovd, reaktivni formy kysliku

17



(ROS), fenolické slouceniny, nebo také antioxidanty (SHULAEV et al. 2008). Pti
dlouhodobém i kratkodobém pulsobeni cizorodych latek miize dochazet ke vzniku
oxidativniho stresu. U tohoto jevu dochdzi ke tvorbé aktivnich forem kysliku, které
predstavuji vedlejsi produkty aerobniho metabolismu (XU a PORTER 2014). Reaktivni
formy kysliku slouzi jako signdlni molekuly pro fizeni procesti programované bunécné
smrti a chovéani praduchii (APEL a HIRT 2004). Pasobeni chemickych cizorodych latek
na rostlinné organizmy zpisobuje produkci ROS ve vysSich koncentracich, pficemz
k vyssi produkci ROS dochazi v chloroplastech. Vznik téchto forem kysliku ma pro
rostliny fatalni nasledky, kdy mtize dochéazet ke snizeni fotosyntetickych déju, coz muze
souviset s poskozenim fotorespirace. Proto je pro rostliny dulezit¢é mit obranny
mechanismus, ktery bude zabrafiovat reakci reaktivnich forem kysliku s dilezitymi
molekulami. Excita¢ni energie, ktera je pro rostliny ptebyte¢nd, byva z chloroplasti
vyzéaiena ve formé tepla, nebo rostliny reguluji transport elektronii na alternativni
akceptory na pfijatelnou uroveini. Presto vSak mohou ROS u rostlin dale vznikat.
V tomto ptipad¢ jsou odstranovany pomoci antioxida¢nich obrannych systémi (TAUSZ
et al. 2004). U téchto systémil zastavaji hlavni obrannou funkci nizkomolekularni
enzymy a antioxidanty, slouZici jako nahradni nebo kompetitivni cil pro ROS
(BARTOSZ 1997). Obranné systémy jsou dvojiho druhu (BRUGGEMANN et al.
1999). Mezi prvni druh obrannych systému patii mechanizmy, které mohou s ROS
reagovat pfimo, kam patii napf. superoxiddismutdza, kataldzy, peroxidazy nebo
askorbat. K systémliim, regenerujicim oxidované antioxidanty, které patii k druhému
druhu obrannych systémil, ftadime glutation, glutationreduktizy, askorbat a
askorbatreduktazy. V dalSim pfipadé muze po pusobeni cizorodych latek dochazet
k peroxidaci lipida a inaktivaci enzymt (SMIRNOFF 1993). U rostlin proto dochazi pti
v€asném rozpoznani pusobeni toxické latky k obranné reakci, ktera vede k rozpadu
bunck. Tento rozpad bunck je ovlivnén plsobenim malonyldialdehydu (MDA), jako
degradacniho produktu lipidové peroxidace (CHEESEMAN 1993). Plsobenim stresoru
muze také dochazet k aktivaci proteint a udrZeni jejich funkéni konformace. Mezi tyto
proteiny patii proteiny tepelného Soku (HSP), které jsou dulezité pro preziti bun€k
rostlin, které jsou vystaveny piisobeni stresovych latek (WANG et al. 2004). Sttibrné
ionty, predstavujici vyznamny faktor stresu, maji pozitivni vliv na rostliny. Pisobenim

téchto iontl dochazi ke spusténi obranné reakce u rostlin v podobé produkce proteinti a
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slou¢enin za uéelem jejich detoxikace (KRIZKOVA et al. 2009). P¥i vzniku HSP a ROS
muze také dochazet ke zméné termotolerance u rostlin (KOTAK et al. 2007). Dalsimi
biochemickymi obrannymi mechanizmy u rostlin je produkce sekundarnich metabolita,
nazyvajicich se fytoalexiny. Fytoalexiny maji obrannou tulohu v interakci s patogeny.
Pisobenim své antioxida¢ni funkce ovliviiuji prabéh stresovych mechanizmi
(MITHOFER et al. 2004). Jednim ztakovych mechanizmi je napiiklad zvy3eni
produkce glutationu (GSH), jenz pfedstavuje cenny marker ekofyziologickych studii,
které jsou vztahovany k sekvestraci xenobiotik a tézkych kovli (TAUSZ et al. 2004).
Pisobenim stresovych latek dochazi 1 rostlin ke zvySené biosyntéze kyseliny abscisové,

ktera vede k expresi transkripniho aktivatoru v€asné stresové reakce (ZHU 2002).

3.4.1 Produkce glutationu u rostlin

Glutation (GSH) je nizkomolekularni thiol, pisobici jako antioxidant a regulacni
molekula u rostlin za piisobeni stresovych podminek. Z chemického hlediska se jedna o
tripeptid, skladajici se ze tfi aminokyselin — kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu.
Glutation se hojné vyskytuje v cytosolu, mitochondriich a dalSich bunéénych
kompartmentech. Glutation pfedstavuje zasobni formu redukované siry, kterd je pro

rostliny nepostradatelna z divodu fady funkci v metabolismu rostlin (obr. 1).
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Reakce na patogeny Signalizace stavu siry
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Obr. 1: Hlavni role glutationu v metabolismu rostlin

Jeho hlavni funkci u rostlin je obranna reakce pfed oxidativnim stresem, kdy
dochdzi k zabranéni oxidace thiolové skupiny stromatalnich enzymdu, jez by zpUsobila
jejich okamzitou inaktivaci (PITERKOVA et al. 2005). Kromé jiného se glutation podili
na zabranéni peroxidace lipidi a lipidovych alkyli (ALSCHER 1989) a také nese podil
na regulaci kaskad nékterych fytohormond (NOCTOR et al. 2012). Zakladni funkci
glutationu u rostlin ptfedstavuji thiol-sulfidické interakce, kde redukovany GSH je
neustale oxidovan na disulfidickou formu (GSSG). K opétovné regeneraci na
redukovany GSH dochdzi pomoci NADPH a glutationreduktazy (TAVERNE et al.
2013). Rostliny v normalnim stavu obsahuji jak oxidovanou, tak i redukovanou formu
glutationu v konstantnim poméru (WEN et al. 2005). Pfi stresovych podminkach
pribyva oxidované formy, diky reakci se vzniklymi volnymi radikéaly. Vznik GSSG u
rostlin je spojen s regeneraci oxidované formy kyseliny askorbové. Rostlinné organizmy
jsou schopny po urcitou dobu udrzovat GSH v redukované formé. Pii dlouhodobém
stresu vSak dochazi u rostlin k akumulaci GSSG, vedouci k mozné bunééné smrti

(NOCTOR et al. 2011 a BARTOSZ 1997).
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3.4.2 Lipidova peroxidace u rostlin

Proces, pii kterém jsou poskozovany polynenasycené mastné kyseliny lipidd, je
obecné nazyvan peroxidaci lipida. Tento proces dava vznik hydroperoxidim, které
vznikaji pisobenim enzymt, ROS a jinych volnych radikalt. Hydroperoxidy se déle
samovolné nebo prostfednictvim enzymatickych reakci méni na produkty sekundéarniho
metabolismu rostlin. Takto vzniklé sekundarni slouceniny mohou v rostlinném téle
pusobit Skodlivé az letaln¢. Vlivem téchto sloucenin dochazi k poskozeni
membranovych fosfolipidii, kdy dochazi ke zméné fluidity membrany a rostlinné bunky
se tak stavaji propustnéj§imi pro ionty. U rostlin dochazi nejcastéji k preméné
hydroxyperoxidu na malondialdenyd (MDA), ktery hraje v rostlinnych buikach
obrannou roli. MDA naopak muze i1 samotné bunky poskozovat. Malondialdehid
piedstavuje degrada¢ni produkt peroxidace lipidi a je tak vyznamnym markerem
lipidové peroxidace (YAMAUCHI et al. 2008). Tvorba MDA u rostlin vypovida o
poskozeni membran v rostlinnych buikdich (CHEESEMAN 1993). Pomoci antioxida¢ni

rrrrr

3.5 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Zivotni prostfedi byva pribézné zneistovano znaénym mnoZstvim nebezpeénych
chemickych latek o rizné chemické struktuie a urovni toxicity (GIANFREDA a RAO
2004). Mezi nejcastéjsi zastupce organickych polutantli, které zneciStuji Zivotni
prosttedi, patii polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU). PAU predstavuji
vyznamnou skupinu latek, které se nachéazeji ve vSech slozkach zivotniho prostredi a
jsou piedevsim produkty nedokonalého spalovani (SVERDRUP et al. 2003). Vzhledem
ke svym genotoxickym vlastnostem patii mezi velmi sledované latky zneciStujici
zivotni prostiedi (HILMI et al. 2011). Polycyklické aromatické uhlovodiky, které jsou
znam¢é také jako polyareny (MALAWSKA et al. 2006), piisobi negativnim vlivem na
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ekosystém. Zejména pak na rostliny z hlediska jejich potencidlu toxicity. Jejich derivaty,
zejména epoxidy jsou toxické pro mikroorganismy i pro zivé systémy vcetné ¢loveéka.
Mnohé znich jsou karcinogenni a mutagenni, a nékteré znich jsou endokrinnimi
disruptory (WANG et al. 2005). PAU patii mezi skupinu chemickych latek, které se
vyznacuji chemickou stabilitou, nizkou volatilitou a nizkou rozpustnosti ve vodé
(CASTANO-VINYALS et al. 2004). Obsahuji dvé a vice benzenovych jader. Stabilita
polycyklickych aromatickych uhlovodikia klesa s narGstajicim poctem aromatickych
jader. Zaroven je ovlivnéna chemickou strukturou. Na zvySené degradaci PAU ma podle
studie, provedené tymem BRANDLI et al. (2007) vliv mikrobidlni aktivita. Jejich
stabilita pak roste smérem ke klastrovému usporadani aromatickych jader. Polycyklické
aromatické uhlovodiky jsou tuhé latky, které jsou za normalnich podminek bezbarvé
nebo Zluté. Vlastnosti polycyklickych aromatickych uhlovodiki se méni podle jejich
molekulové hmotnosti. Pokud molekulova hmotnost roste, zvySuje se bod tani, varu a
lipofilita. Uginky PAU na Zivé organismy jsou spojeny s naruienim genetické funkce.
Polycyklické aromatické uhlovodiky se do Zzivotniho prostiedi dostavaji neuplnym
spalovanim a pyrolyzou organickych materidlli — dievo, ropné paliva, odpadky a jiné
organické latky. Hlavni zneciStujici latky pochazeji hlavné ze spalovani uhli (KUANG
et al. 2011, ZHANG a WANG 2011). Ochlazenim koufovych plynti dochazi k jejich
kondenzaci na pevnych nosicich a jejich naslednému tniku do atmosféry, kde nésledné
zne€i$t'uji vodu, pidu a rostliny (CHETIYANUKORNKUL et al. 2006). Pisobeni PAU
jsou tedy vystaveni jak lidé, tak i rostliny a ZivoCichové. T¢kdnim u nizkomolekularnich
PAU, vymyvanim, fotooxidaci a akumulaci v rostlinaich miize dochazet k odstranovani
téchto latek z prostfedi (TEHRANY 2013). Rostliny jsou schopny transformovat PAU
pomoci enzymil, které nejsou doposud piesné zndmy. Dulezitou roli v metabolickych
déjich rostlin hraji peroxidazy, kdy dochazi ke tvorbé konjugati polycyklickych
aromatickych uhlovodikl s kyselinou glukoronovou. Peroxidazy se také castecné
zapojuji, spolecné s cytochromem P450, do transformacniho mechanizmu u rostlin

(CHROMA et al. 2002).
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3.5.1 Prijem a akumulace PAU v rostlinach

Rostliny jsou schopny ptijmu rtiznych cizorodych latek z vody a pudy. Pravé proto
jsou velmi ¢asto nazyvany ,,zelenymi jatry planety. Rostliny hraji vyznamnou roli pfi
transformaci toxickych latek v zivotnim prostfedi. Rostlinné organizmy pfijimaji
cizorodé latky stejné tak, jako pfijimaji ziviny. Tyto latky byvaji piijiméany rostlinou
pievazné z okolniho prostfedi pomoci svych kotent, hrajicich diilezitou roli ve strategii
preziti vodnich 1 terestrickych rostlin. Cizorodé latky byvaji, kromé kotent, pfijimany 1
jinymi organy rostlin. Takovymi organy jsou naptiklad listy, u kterych zavisi na
rozdélovacim koeficientu vodni a plynné faze, typu toxické latky, druhu rostlin, ale i
typu povrchu a velikosti samotného listu (KUCEROVA et al. 1999). Rostliny
polycyklické aromatické uhlovodiky metabolizuji / transformuji jen v minimalni mife.
Proto dochédzi u rostlin k akumulaci PAU v pletivech a dochazi tak ke snizeni
koncentra¢niho gradientu a piijmu PAU (FLETCHER et al. 1990). Polycyklické
aromatické uhlovodiky byvaji rostlinami pfijimany na zékladé vnitinich a vnéjSich
faktorli. Zejména zavisi na druhu rostlin a jejich stadiu ristu a vyvoje, stupni chlorace a
molekulové hmotnosti organickych polutantl, pfi ¢emZ plati, ze ¢im nizs$i molekulova
hmotnost a stupeni chlorace, tim jsou molekuly PAU rozpustnéjsi ve vodnim prostiedi a
snaze dochazi k akumulaci téchto polutantii rostlinou (SCHROLL a SCHEUNERT
1992). Pro piijem polycyklickych aromatickych uhlovodiki je také dulezity vyssi obsah
lipida ve struktufe rostlinnych membran, kdy pfi obsahu lipofilnich molekul lipida
dochazi ke snadnéjSimu pfijmu perzistentnich sloucenin rostlinami (WILD a JONES
1992).

3.5.2 Fluoranthen a jeho vliv na rist a vyvoj rostlin

S ohledem na chemické a fyzikalni vlastnosti fluoranthenu, patii tento polycyklicky
aromaticky uhlovodik mezi uhlovodiky benzenoidni povahy (GUTMAN et al. 2009).
Jeho molekula CigHip je charakteristickd obsahem tii kondenzovanych aromatickych
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jader, které jsou spojeny tercialnimi uhliky (obr. 2). Fluoranthen je kromé jiného fazen
mezi perzistentni organické polutanty (POP). Za normalnich podminek pfedstavuje FLT
krystalickou latku, ktera je praskové nebo jehlickové konzistence s teplotou tani pti 110
°C a teplotou varu pii 375 °C. Fluoranthen je latkou jen minimalné rozpustnou ve vodé
a naopak dobfe rozpustnou v olejich a tucich. Se svou molekulovou hmotnosti 202 se
fluoranthen fadi mezi stfednémolekulérni aromaty. Jedna se o typicky, vSudyptitomny
polycyklicky aromaticky uhlovodik, ktery je rozsifeny v Zivotnim prostfedi nejcastéji
spolecné¢ s kadmiem (BRYSELBOUT et al. 2000). Nejcastéji byva obsazen
v Cernouhelném dehtu a asfaltech, pficemz vznikd v rdmci nedokonalého spalovaciho
procesu, zejména u materialdi, obsahujicich uhlik. Vodni prostfedi a organismy v ném

cey

Zijici patfi mezi nejvice nachylné rizikové slozky prostredi na znecisténi fluoranthenem.

/N

Obr. 2: Chemicka struktura molekuly fluoranthenu

Fluoranthen, jako latka, znecist'ujici Zivotni prostfedi, mize ovliviiovat biochemické
a fyziologické procesy v rostlinach. V soucasné dobé je fluoranthen intenzivné studovan
z fyziologického hlediska vlivu na rychlost kli€eni, obsah chlorofylu, listovou plochu,
vyménu plynt a fluorescenci chlorofylu (QIUSHUANG et al. 2013). Z vysledku
experimentu provedeného kolektivem KUMMEROVA et al. (2010) je pravdépodobné,
ze FLT ma negativni vliv na rlst a vyvoj rostlin. V tomto experimentu byly kultivovany
rostliny Pisum sativum po dobu 21 dnii v roztocich s riznym obsahem fluoranthenu
spole¢né v kombinaci s kyselinou indolyl-3-octovou (IAA) a IAA s N6-benzyladeninem
(BA). Béhem jiz zminénych 21 dnti byl pozorovan inhibi¢ni vliv na rist rostlin u
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nejvyssi koncentrace (5 mg/l) FLT. Kromé toho byla zvySena u rostlin produkce etylénu
(0 14 %) a etanu. Naopak produkce CO; byla snizena. Fluoranthen ma také negativni
vliv na kotfenovy systém, kdy bylo pozorovano jeho poskozeni, které mélo za nasledek
ovlivnéni pfijmu, distribuce a utilizace zivin. Déle je u FLT patrnd indukce poskozeni
fotosyntetického aparatu, kterd se projevuje prudkym snizenim zékladniho
fluorescencniho poméru a kvantového vytézku elektronového transportu ve fotosystému
PSII (KUMMEROVA et al. 2010). FLT by mohl také plnit moznou funkci
fotosenzibilni latky s antivirovou aktivitou v rostlinném t€le a mohl by tak nachazet
uplatnéni jako zdroj biologicky aktivnich latek (LINN et al. 1995). KUMMEROVA et
al. (2006) uvadéji, ze fluoranthen, pfijimany rostlinami nemusi mit pfimo negativni vliv
na vyvoj rostlin. FLT pfijimany v niz§ich koncentracich mulze pisobit spiSe jako
stimulator rstu a vyvoje. V jejich experimentech byly zaloZeny testy akutni toxicity na
dvou druzich lisejnikti (Lasallia pustulata, Umbilicaria hirsuta). Se zvySujici
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mg/l) zptsobila zvySeni fluorescence chlorofylu az o 170 %.

3.6  Rostlinné hormony

Rostlinné hormony, nebo také fytohormony (FH), pfedstavuji latky, objevené na
pocatku 20. stoleti. Fytohormony pusobi jako regulatory rustu rostlin, které
zprostfedkovavaji  informace z vnéjSiho prostfedi. Rostlinné hormony byvaji
pfirozenymi metabolity, které reguluji v nizkych koncentracich ontogenezi rostlin.
Syntéza fytohormonti probihd v urcitych céastech rostlin ve velmi nizkych
koncentracich. Poté jsou rostlinné hormony z mista syntézy transportovany do jinych
rostlinnych casti. Zde pak vyvolavaji fyziologické reakce rostlin. U této reakce je
dilezita vazba FH na specifickou vazebnou bilkovinu nebo receptor na membranach ¢i
Vv cytoplazmé, nebo v jadie. Mezi nejzndméjsi rostlinné hormony jsou fazeny auxiny,
cytokininy (CK) a gibereliny, plisobici jako stimulatory rastu a vyvoje u rostlin. Mezi

v

nejznamejsi latky, inhibujici rast a vyvoj rostlin, patfi etylén a kyselina abscisova.
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3.6.1 Stimulatory rustu a vyvoje rostlin

3.6.1.1  Cytokininy

Cytokininy jsou charakterizovany jako latky, podporujici bunécné déleni, zvané také
jako cytokineze. Odtud pochéazi nazev cytokinini. CK tvoii jednu z hlavnich skupin
rostlinnych hormonti. V 50. letech izoloval C. O. Miller se svym kolektivem
z autoklavované DNA slediho spermatu latku, kterd je v soucasnosti povazovana za
prvni objev cytokininti. Latka z autoklavované DNA slediho spermatu predstavovala
velmi aktivni latku, identifikovanou jako adeninovy derivat N6 — furfurylaminopurin,
ktery je v soucasné dobé znam také jako kinetin (MILLER et al. 1955). Skoog a Miller,
kratce po tomto objevu, navrhli cytokininovou hypotézu o morfogenezi rostlin in vitro
(SKOOG a MILLER 1957, WERNER et al. 2001). Tato hypotéza popisuje uéinky CK,
pusobicich protichidné s auxiny. Protichiidné u¢inky cytokininG s auxiny ovliviuji
negativni regulaci tvorby postrannich kofent, kofenové prodluzovani a tvorbu cévnich
svazkli (WERNER a SCHMULLING 2009). Kromé podpory bun&éného déleni maji
cytokininy spoustu fyziologicky pusobicich u¢inki, jako je napi. zeslabeni apikalni
dominance, zpomaleni starnuti, udrzovani vysoké metabolické aktivity pletiv u rostlin a
indukce regenerace organi (TARKOWSKI et al. 2004). Cytokininy svou strukturou
predstavuji riznorodé chemické latky. CK délime podle jejich chemické struktury na
derivaty adeninu, derivaty mocoviny a thiomoc€oviny. Mezi cytokininy adeninového
typu patii dvé podskupiny CK, které jsou déleny podle typu postranniho fetézce. Tyto
podskupiny jsou nazyvany isoprenoidnimi a aromatickymi cytokininy (obr. 3).
Isoprenoidni cytokininy se v rostlinném téle nachézeji v mnohem vétSim mnozstvi, nez
aromatické cytokininy. Isoprenoidni cytokininy byly nalezeny u rostlin kukufice,
Arabidopsis a ryze. Mezi tyto CK patii N° — (A? — isopentenyl) adenin (iP), trans —
zeatin (tZ), dihydrozeatin (DZ) a cis — zeatin (cZ). Mezi aromatické cytokininy jsou ze
strukturalniho hlediska fazeny cytokininy ortho — topolin (oT), meta - topolin (mT),
benzyladenin (BA), ortho — methoxytopolin (MeoT) a meta — methoxytopolin (MemT).
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V rostlinach vsak byvaji nalézany pouze mT a methoxy — derivaty (MeoT, MemT)
spole¢né s BA (SAKAKIBARA 2006).
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Obr. 3: Strukturni vzorce iS0prenoidnich a aromatickych cytokininii

Dale rozliSujeme cytokininy syntetického plivodu, kam fadime derivaty mocoviny a
thiomocoviny (obr. 4). Syntetické cytokininy jsou svou molekularni geometrii podobné
isoprenoidnim CK, pfi¢emZ maji shodna rozeznavaci vazebna mista. Mezi mocovinové
derivaty jsou fazeny N, N' — difenylmocovina, N — fenyl - N' — pyridilmoc¢ovina. N, N' —
difenylmocovina nachazi své uplatnéni v kulturach in vitro, kde je nahrazovana za
pfirodni CK adeninového typu (GROSSMANN 1991). DalSim derivatem
mocovinového typu je thidiazuron (TDZ). TDZ je znamy jako velmi ucinny regulator
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morfogeneze rostlin. Ma Siroké uplatnéni zejména pfi regeneraci z listovych explantatu.
V rostlinné praxi je vyuzivan samostatné nebo v kombinaci s adeninem (AGGARWAL
et al. 2012). Bylo prokazano, ze thidiazuron podporuje produkci etylénu u rostlin (YIP a
YANG 1985). Rada cytokinint syntetického ptvodu, které jsou odvozeny od modoviny,
ma herbicidni ucinky, kdy napf. thidiazuron je vyuzivan pro defoliaci bavlniku

(SRINIVASAN et al. 2006).
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Obr. 4: Strukturni vzorce cytokininii syntetického piivodu

V rostlinném téle se CK vyskytuji ve dvou formach. Prvni formu pfedstavuji volné
latky. V druhém piipad€ jsou cytokininy u rostlin soucasti nékterych molekul tRNA.
Podle ziskanych studii probihé biosyntéza cytokininll u rostlin v riznych ¢astech rostlin
(KURAKAWA et al. 2007). Zejména se jednd o mladé ¢asti rostlin, bohatych na délici
se buiiky. Nejzakladn€j$Sim mistem biosyntézy cytokininti byvaji koteny. Odtud jsou pak
CK transportovany do mist fyziologické spotieby. Na transportu cytokinini
Vv rostlinnych ¢astech se podili xylém. Syntéza cytokininil je fizena vnitinimi i vné&j$imi
faktory. K samotné biosyntéze dochazi prostfednictvim biochemické zmény adeninu.
Tato zména je zapocata pfipojenim isoprenoidniho fetézce na nukleotid adeninu pomoci
enzymu isopentenyltransferazy (IPT). Vhodnym substratem pro IPT jsou u rostlin
adenosin — trifosfat (ATP) (obr. 5). (MOK a MOK 2001). Nedavna vyzkumna studie
kolektivu SAKAKIBARA et al. (2006) prokdzala vliv dusi¢nant na syntézu CK. Zde se
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tyto dusikaté latky podileji do znacné miry na biosyntéze bilkovin, které jsou dilezité

pro biosyntézu CK.
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Obr. 5: Biosyntéza cytokininit (KAKIMOTO 2003)

Rostlinné hormony, jako jsou cytokininy, ovliviiuji ontogenezi rostlin, reakci rostlin
na riizné vlivy ZP a spoustu dalsich fyziologickych procesi, které probihaji v télech
rostlin (KAMINEK 1992). Jedna se o fytohormony, které jsou definovany jako latky,
podporujici bunééné déleni za pritomnosti auxinu (NOVAK et al. 2003). Nadbytek CK
v bunikéach rostlin zptisobuje zvySeni schopnosti organogeneze (SMIGOCKI a OWENS
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1988). Cytokininy predstavuji dilezité regulatory meristematické cCinnosti a
morfogeneze u rostlin (WERNER et al. 2001). Spole¢né s auxiny mohou v kulturach in
vitro podporovat tvorbu pupeni a kofent u rostlin. Nizky pomér CK k auxinim
zpusobuje tvorbu kofentt (KAMINEK et al. 1997). V opa¢ném piipadé, kdy cytokininy
pfevazuji nad auxinama, dochazi k diferenciaci pupenti. Cytokininy maji schopnost
zeslabovat apikdlni dominanci u rostlin nebo podporovat proliferaci, slouzici
K intenzivnimu mnozeni rostlin. Tyto dilezité ulohy CK u rostlin maji do budoucna
vyznam pro biotechnologicky vyzkum (STRNAD 1997). Kromé jiného mohou byt CK
zodpovédné za opozdénou senescenci u rostlin. Opozdénd senescence, zpusobena
cytokininy, 1ze prokéazat pomoci transgennich rostlin, kdy prostfednictvim Ti — plazmidu
je do rostlin vlozen IPT gen (GAN a AMASINO 1996). Rostliny pfijimaji mineralni
latky ze substratu pomoci svych kofenud. Tento zplisob pifijmu mize mit vliv na hladinu
CK v bunkach rostlin. Pfijem nizkych koncentraci dusiku koteny rostlin a nedostatecny
prijem fosforu kofenovym systémem rostlin miize vést ke snizeni celkolkové hladiny
cytokinint v pupenech, listech a kotenech rostlin (EI-D et al. 1979). Jednu
z nejvyznamnéjSich skupin isoprenoidnich CK piedstavuje zeatin. Jeho dvé izomerové
formy se u rostlin zna¢né 1isi, a to predevsim svou funkci, kdy tZ podporuje rostlinny
riist jako vysoce bioaktivni latka, naopak CZ rist rostlin spise inhibuje (GAJDOSOVA
et al. 2011).

3.6.2 Inhibitory ristu a vyvoje rostlin

36.21 Etylén

V 19. stoleti se objevily prvni zminky o svitiplynu, ktery je schopen produkovat
latky, zpiisobujici pfedéasné starnuti a defoliaci sklenikovych rostlin. Uginnou slozku
tohoto plynu ptfedstavuje etylén, ktery ma vliv na vyvoj rostlin (BLEECKER a KENDE

2000). Dostate¢né ditkazy o produkci etylénu rostlinami poskytl GANE (1934). Etylén
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pfedstavuje endogenni signalni molekulu u rostlin. Z tohoto diivodu je etylén intenzivné
studovan. Zejména je studovana jeho regulace v procesech metabolismu a vyvoje
rostlin. Z pohledu chemické struktury je etylén nejjednodus$im nenasycenym
uhlovodikem, ktery obsahuje dva atomy uhliku a ¢tyfi atomy vodiku (obr. 6). Etylén
ptedstavuje chemicky aktivni plyn jiz pfi velmi nizké koncentraci (BRADFORD 2008).

Nepolarni dvojna vazba udéava reaktivitu tomuto rostlinnému hormonu.

Obr. 6: Strukturni vzorec etylénu

Tento plynny hormon miiZze snadno oxidovat na etylénoxid, etylénglykol a
formaldehyd. Etylén se muze snadno vazat stézkymi kovy. Nejbliz§im analogem
etylénu je propylen.

Biosyntéza etylénu predstavuje vysoce regulovany proces, probihajici
prostiednictvim pomérné jednoduché metabolické cesty (obr. 7). Etylén je odvozen od
aminokyseliny methioninu. Tato aminokyselina je dale pfevedena na S -
adenosylmethionin pomoci enzymu S — adenosylmethionin syntetazy. Prostiednictvim 1
—aminocyklopropan — 1 — karboxylazy syntazy (ACS) je S — adenosylmethionin
pieveden na kyselinu 1 — aminocyklopropan — 1 — karboxylovou (ACC). Tato kyselina
predstavuje prekurzor urcujici rychlost syntézy plynného hormonu. S produkci ACC
zaroven vznikd methylthioadenin, ktery je pfeménén na methionin. Kyselina 1 —
aminocyklopropan — 1 — karboxylova je pfevadéna na etylén, oxid uhliCity a
kyanovodik, ktery je detoxikovan do b-kyanoalaninu a slouzi tak jako prevence proti
stresu u rostlin, ktery je zplsoben vysokou koncentraci syntetizovaného etylénu

(ARGUESO et al. 2007).
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Obr. 7: Biosyntéza etylénu

Etylén je hormon, ktery se podili na mnoha vyvojovych procesech rostlin jako je
zrani plodu, dlouzivy rist, kliceni semen a senescenci listli a kvétd (ELMO a BAYER
1976). Etylén neni nezbytny pii rustu rostlin za pfiznivych podminek, na rozdil od
jinych rostlinnych hormonti. Ke zvySovani jeho hladiny v buiikdch rostlin dochazi
zejména pii reakci na plsobeni stresorti. Jeho rozhodujici role pii vyvoji kotenii u
rostlin je reakci na podnéty okolniho prostfedi (CLARK et al. 1999). Etylén ma
inhibi¢ni vliv na prodluzovaci rtst kofenti (GLICK et al. 1998). Etylén je povazovan za

hormon, ktery ma spise inhibi¢ni vliv na fyziologické procesy rostlin. V soucasnosti
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vSak probiha fada vyzkumi, pfi kterych je studovan vliv etylénu, podporujici vyvojové
a rustové procesy u rostlin (PIERIK et al. 2006). ABELES a LONSKI (1968) popsali

pozitivni vliv tohoto plynného hormonu na kli¢eni semen u rostlin salatu.

3.6.2.2  Kyselina abscisova

V 60. letech byla z opadlych plodi mladych rostlin baviniku izolovana, ktera méla
inhibi¢ni vliv na ontogenezi rostlin. Tato izolovana latka byla nazvana dormin a déle
byla pfejmenovana na kyselinu abscisovou. ABA patfi mezi rostlinné hormony, majici
inhibi¢ni vliv na riist a vyvoj rostlin, na rozdil od FH stimula¢ni povahy. Kyselina
abscisova ma zésadni vliv na dormanci a vyznamné se podili na vyvojovych procesech
u semen rostlin. ABA se nachazi v nizkych koncentracich u mnoha rostlinnych druht
(SONDHEIMER et al. 1968). Mezi stresové vlivy Zivotniho prostfedi patii chlad,
zasoleni pudy a vodni stres — vysouSeni (BUSK a PAGES 1998), pticemz se kyselina

abscisova uplatiiuje jako centralni regulator pii adaptaci rostlin.

Obr. 8: Strukturni vzorec opticky aktivni kyseliny abscisové

Kyselina abscisova je podle chemické struktury je zafazovana mezi seskviterpeny.
Obsahuje 15 atomt uhliku a patii tak mezi terpenoidni hormony, mezi néz patii také
gibereliny. Vyskytuje se ve formé nckolika izomert. U rostlinnych zastupci je
fyziologicky aktivni (+) — S — izomer. Ve své molekule obsahuje kyselina abscisova

asymetricky atom uhliku, diky némuz patii mezi opticky aktivni slouéeniny (obr. 8).
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V nativni formé¢ je slouceninou termolabilni, pfi¢emz jeji bod tani se v krystalické formé
pohybuje pti 161 °C. ABA je relativné stabilnim rostlinnym hormonem vici teplotnim
podminkam. Metanol, etanol, éter, ale i chloroform a etylacetat piedstavuji organicka
rozpoustédla, ve kterych je ABA lehce rozpustnd. Xantofyly pfedstavuji zékladni
prekurzory kyseliny abscisové, které jsou odvozeny od isopentenyl — adenosinfosfatu
(IPP). Syntéza IPP probiha u rostlin v plastidech pfes mevalonat (obr. 9). Hladina
kyseliny abscisové u rostlin je regulovana prostiednictvim zeaxantinu. Zeaxantin se
podili na katalyze pfemény zeaxantinu na violaxantin, pomoci enzymu zeaxantin —
epoxidazy (ZEP). LIOTENBERG et al. (1999) prokdzali, ze zmény, probihajici
v expresi genu ZEP, se podileji na upravé biosyntézy ABA pouze V kofenech a
semenech rostlin. Kyselina abscisova se syntetizuje prostfednictvim oxida¢niho $tépeni
epoxy — karotenoidli, které jsou pfitomny v rostlinich ve vysoké koncentraci, na
xantoxin. Xantoxin je dale pfeménén na kyselinu abscisovou, a to pfes meziprodukt
nazyvany ABA — aldehyd (TAN et al. 1997). ABA je rostlinami odbouravana pomoci
oxidace, davajici vznik kyselin¢ fazeové a kyseliné dihydrofazeové. Kyselina
abscisovd, podobné jako ostatni rostlinné hormony, je schopna tvofit konjugaty
s molekulami glukézy. Konjugaty, které jsou nazyvany glykosidy a glukosylestery, se
hromadi ve vakuolach, naopak od volné kyseliny abscisové, ktera se nejvice nachazi

v chloroplastech.
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Obr. 9: Biosyntéza isopentenyldifosfatu jako prekurzoru ABA (MILBORROW 2001)

V nizkych koncentracich se kyselina abscisova nachazi u vétsiny rostlinnych druht.
K mnohonasobnému nartstu koncentrace endogenni hladiny ABA v téle rostlin dochézi
pii ptisobeni stresovych podminek (PODLESAKOVA et al. 2012). Pii nadbyte¢ném
mnozstvi kyseliny abscisové dochazi k uzavirani priducht, které zprostiedkovavaji
signalni drahy, které jsou zavislé na vapniku, aktivovaného peroxidem vodiku, IP3 a
oxidem dusnatym. Tyto meziprodukty jsou syntetizovany pro indukované uzavieni
pruducht, které redukuje rostlinnou transpiraci (NEILL et al. 2002). Mezi kyselinou

abscisovou a etylénem dochdzi k vyznamné interakci, kdy endogenni ABA brzdi ve



zna¢né mife tvorbu etylénu, coz nevede k inhibici tvorby a ristu kofenti. Tato interakce

vede spiSe ke stimula¢nim G¢inkiim na tyto procesy (SHARP 2002).

3.7 Okiehek mensi (Lemna minor L.)

Vytrvalé jednodélozné rostliny z ¢eledi Lemnaceae jsou vhodnymi modelovymi
organismy pro studium ristu a vyvoje rostlin. Rostliny z této ¢eledi jsou pro studium
morfologickych a fyziologickych vlastnosti vhodné zejména z diivodu své velikosti,
stavby rostlinného téla, pfizpisobené¢ho zivotu ve vodnim prostiedi s usnadnénym
ptijmem latek. Vzhledem ke své vysoké rychlosti ristu slouzi rostliny Lemnaceae jako
vyznamny ukazatel prirastku suSiny. Kromé jiného tyto rostliny predstavuji geneticky
jednotny material z divodu svého vegetativniho rozmnoZovani (STRNADOVA 1990).
Ve fyziologickém, morfologickém, ale i genetickém a biochemickém vyzkumu nachazi
uplatnéni Lemna minor (okfehek mensi) (obr. 10). Jedna se o drobnou vodni rostlinu,
s listy na hladin€ plovoucimi a bez morfologicky specializovanych a ke dnu klesajicich
turionti. Roste ve stojatych a pomalu proudicich vodach, které jsou pIné oslunény i
zastinény. Obvykle se jednd o vody mezotrofni az eutrofni. Pravé pro svou malou
velikost je okiehek snadno vyuzitelny v elektronové mikroskopii, pifi které lze
jednoduse pozorovat ultrastrukturu jeho bungk, ktera je v urcitych ohledech strukturalné
podobna jinym jednodéloznym rostlinam svou agregaci endoplazmatického retikula,
jadernou degeneraci a Cetnymi krystalickymi inkluzemi. Jeho rostlinna stavba je
jednoduché. Jeho proménlivost je zejména vyraznd ve tvaru a velikosti listkl, kdy
vyrazna variabilita je déna prostfedim. Obvykle véjifovité listky jsou slozeny z bunek,
oddélenych velkymi interceluldrnimi prostory. Tyto prostory jsou vyplnény vzduchem,
ktery poskytuje vztlak. Horni epidermis okiehku byva vysoce kutinizovana a obsahuje
¢etné priiduchy. Rostliny Lemna se vyznacuji malym poctem cévnich svazkl. Xylém
tvoii ztlustlé tracheje. Délka kotene je zavisla na podminkéach prostfedi. V optimalnich
podminkach jsou koteny kratké, jejichz délka se pohybuje v rozmezi né¢kolika milimetra

az 14 cm. Kofeny, majici absorp¢ni funkei, se podileji na udrzeni véjifovitych listkli na
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vodni hlading v horizontalni poloze (STRNADOVA 1990). Kofenova ¢epitka obsahuje
krystaly Stavelanu vapenat¢ho (FRANCESCHI 1989), které ptedstavuji nejcastéjsi
krystalické inkluze, které se vyskytuji v rostlinnych bufikach, obsahujicich az stovky
opticky viditelnych krystali (ARNOTT 1966).

Obr. 10: Lemna minor L.

Je znamo 13 druht rodu Lemna, které jsou rozsifeny téméf po celém svété (obr. 11).
V Ceské republice se nejéastéji vyskytuje kromé okiehku mensiho také okiehek hrbaty
(Lemna gibba L.), okfehek ¢erveny (Lemna turionifera L.) a okiehek trojbrazdy (Lemna
trisulca L.). Tyto druhy lze roztrouSené a hojné nalézt na vétsin¢€ naseho tizemi od nizin
aZ do podhiifi. Pronika i do niz$ich partii hor. Deset z 13 druhii 1ze na zéklad¢ genetické
podobnosti prostfednictvim analyzy polymorfismu délek amplifikovanych fragmenth
DNA (AFLP) jednoznacné rozlisit (BOG et al. 2010). Mezi téchto deset geneticky

rozpoznatelnych druht se fadi i okiehek mensi.
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Obr. 11: Rozsireni okiehku ve svété (HULTEN 1971)

Rostliny okiehku mensiho rostou v mistech s nizkym obsahem zivin velice pomalu.
Vhodné prosttedi vSak umoziuje okiehku mensimu rychly rtst, kdy nartist biomasy
vzroste az na dvojndsobek plivodni hmotnosti béhem dvou dnt (SKILLICORN et al.
1993). Rostliny okiehku mensiho rostou i pii nizsich teplotach vody jako je 5 — 7 °C a
atmosferické teploté 1 — 3 °C. V laboratornich podminkach je schopen rustu pti pH 4,5
— 7,5. Naopak pti pH vyssim nez 7,5 je rust okiehku mensiho zcela zastaven (OBEK a
HASAR 2002). Kromé jiného obsahuji rostliny okfehku vysoké mnozstvi aminokyselin,
bilkovin, zivin a minerdld. Je znamo, Ze okfehek mensi obsahuje vysSi obsah

nenasycenych mastnych kyselin oproti nasycenym mastnym kyselinaim (MUKHERJEE
et al. 2010).
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Oktehek mensi ma schopnost odstraniovat kontaminanty z vodniho prostfedi, ale i
fixovat — akumulovat v téle rostlin a ukladat je do bunécnych organel a bunééné stény.
Zde jsou pak chemicky vazany na molekuly celulozy (MKANDAWIRE et al. 2003).
Prostfednictvim detoxika¢nich mechanismt jsou z bunécnych kompartmentt tyto latky
odstraniovany. Jednd se zejména o zvySenou tvorbu glutationu, glukézy (Glu),
metalothioneinu (MT), nikotinaminu (NA), nebo také organickych kyselin (OA) (obr.
12). Okiehek se vyznaCuje vybornymi schopnostmi akumulovat slouc¢eniny fosforu,
dusiku a tézkych kovl. Akumulované latky jsou rostlinami enzymaticky rozkladany.
Rostliny okiehku mensiho jsou schopny cizorodé latky, které byly akumulovany do
bunéénych struktur, uplné¢ mineralizovat na CO; ¢i méné toxické slouceniny. Na
mineralizaci je pfredpoklddan vliv mikrobialni ¢innosti, ktery vSak nebyl doposud
objasnén (MKANDAWIRE a DUDEL 2007). Vétsina rostlin druht Lemna je schopna
transformovat a akumulovat perzistentni organické polutanty. Krom¢ jiného jsou tyto
druhy také schopny odolavat extrémnim koncentracim cizorodych latek, které se

ukladaji do organel bungk rostlin (GAO et al. 2000).
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Obr. 12:  Obranny mechanismus na bunécné urovni u rostlin okrehku (MKANDAWIRE
a DUDEL 2007)

40



4 MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Pro experimenty, které byly provedeny v piedkladané zavéreéné praci, byly vyuzity
rostliny okiehku mensiho (Lemna minor L.) z ¢eledi Araceae (diive Lemnaceae) (obr.
13). Ktomuto tuéelu byly rostliny okiehku poskytnuty Ustfednim kontrolnim a
zku$ebnim ustavem zemédélskym (UKZUZ), ktery sidli v Brng.

Obr. 13: Kultivace okiehku v laboratornich podminkdch
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4.1.2 Kultivace okfehku mensiho

Kultury rostlin okiehku mensiho byly kultivovany v tmavych rustovych komorach
ve Steinbergoveé mediu (tab. 1) pfi teploté 19 — 21 °C a pti fotoperiodé 10 hodin tmy a
14 hodin svétla. Kazdych deset byly rostliny pfenaSeny do nové pfipraveného
Steinbergova media. Toto vse probihalo za sterilnich podminek ve flow — boxu, za
ucelem udrzet kultivaci rostlin bez zaneseni kontaminace a udrzet tak zivotaschopné

rostliny, slouzici pro ptipad nutnosti zaloZzeni nového experimentu.

Zasobni roztok ¢. 1 KNOs3 (17,50 g/l)
K,HPO,4 (4,50 g/l)
KH2PO, (0,63 g/l)
Zasobni roztok ¢. 11 MgSO, . 7 H,O (5 g/l)
Zasobni roztok ¢. 111 Ca(NOs3), . 4 H,0 (14,75 g/l)
Zasobni roztok ¢. IV H3BO3 (120 g/l)

MnCl, . 4 H,0 (180 g/l)

Na,MoOy, . 2 H,0 (44 g/l)

ZnS0, . 7 H,0 (180 g/l

Zasobni roztok ¢. V FeCl; . 6 H,0 (760 g/l)

Na,EDTA (1500 g/l)

Tab. 1: Slozeni koncentratii Steinbergova media
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4.2 ZaloZeni experimentu a odbéry vzorku

Rostliny Lemna minor L. byly oSetfeny fluoranthenem ve Ctyfech variantach
(0,2mg/1; 0,5 mg/l; 1 mg/l a 5 mg/l). Soucast experimentu dale pfedstavovala kontrola,
kultivovana za stejnych podminek i se stejnymi rostlinami okfehku mensiho, ovSem bez
pfitomnosti fluoranthenu. Kofeny a listy rostlin, zakryvajici hladinu media,

ptredstavovaly hlavni soucast pozorovani.

Vzorky byly odebirany sterilné¢ ve flow — boxu po 5, 12 a 21 dnech od zaloZeni
experimentu. Pfi¢emZ délka trvani experimentu byla 21 dni. Vyjimku tvofilo stanoveni
produkce etylénu, kdy méfeni probihalo po 3, 6 a 9 dnech a tento experiment tak trval 9
dni. Vzniklé fyziologické zmény u rostlin byly hlavnim kritériem pro posouzeni miry

stresu u rostlin.

4.3 Stanoveni po€tu rostlin, délky kofenii a viability rostlin

Fotodokumentace, slouzici pro stanoveni poctu rostlin, byla provedena v pritbéhu 5,
12 a 21 dni od samotného zalozeni experimentu. Pocet rostlin okiehku mensiho
Vv jednotlivych variantach koncentraci fluoranthenu byl stanoven pomoci pocitacového

programu ImageJ.

Me¢teni délky kofenli u rostlin probihalo odebranim deseti rostlin od kazdé
koncentrace. Tyto kofeny byly na filtracnim papiru zbaveny piebytecné vody. Jejich
délka byla métena prostiednictvim milimetrového pravitka. Vzniklé vysledné hodnoty

byly zprimérovany a vyhodnoceny grafickym zptisobem.

Po 21 dnech kultivace od zalozeni experimentu byla také hodnocena viabilita rostlin
Lemna minor L. kdy vramci fotodokumentace byl stanoven procenticky

podilodumftelych a rostoucich rostlin.
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4.4 Stanoveni specifické listové plochy a obsahu suSiny

Pro stanoveni specifické listové plochy (SLA), ktera predstavuje podil plochy listu a
hmotnosti suSiny tohoto listu, bylo odebrano z prvniho paralelniho méteni deset rostlin
oktehku mensiho. Tyto odebrané rostliny byly umistény do malé kultiva¢ni nadoby, kde
byly nasnimany pomoci fotoaparatu Nikon a ulozeny ve formatu JPEG. SLA byla
stanovena v mm? ze snimkd &ernobilého jednobitového formétu, ktery byl vytvofen
pomoci programu Imagel. Rostliny byly dale ususeny pfi teploté 85 °C po dobu 48

hodin a zvaZeny na analytickych vahach s pfesnosti na 0,0001 g.

Stejné jako pro stanoveni SLA byly vyuZity stejné rostliny okiehku pro stanoveni
obsahu suSiny (LDMC). Tésné pied zvaZenim byly rostliny odebrany a zbaveny
ptebytecné vody na filtracnim papiru. Rostlinny material byl zvazen na analytickych
vahéch s presnosti na 0,0001 g. Ze zjisténych hodnot pro stanoveni SLA byly vyuzity
hodnoty suSiny rostlin. Z hodnot cerstvé hmotnosti a hmotnosti suchych rostlin byl

stanoven procenticky podil suSiny v rostlinach.

4.5 Stanoveni obsahu chlorofylu ,,a“ a ,,b*

U okiehku mensiho byla pro stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmenti
analyzovdna biomasa, ktera vzrostla béhem celé expozice experimentu. VSechny
rostliny oktfehku byly vyjmuty a zbaveny piebytecné vody pomoci filtracniho papiru.
Vody zbavené rostliny byly poté homogenizovany. Vznikly homogenat rostlinné
biomasy byl ptelit 5 ml acetonu a poté piefiltrovan ptes sintr. Uzaviené zkumavky se

vzorky byly umistény do chladnicky.

Pomoci spektrofotometru Spectronic 20 Genesis byl ve zchlazeném extraktu
stanoven obsah chlorofylu ,,a“ a chlorofylu ,,b*. Samotna analyza testovanych vzorki

probihala ve sklenénych hranolovych kyvetach pti vinovych délkach 663 nm a 645 nm.
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Hodnoty ziskané béhem méteni absorbance rostlinnych vzorki byly dosazeny do
vzorct pro vypocet chlorofylu ,,a* (Ccnia = 12,7 X Agsz — 2,69 X Agss) a chlorofylu ,,b*
(Cecnib = 22,9 X Agas — 4,68 X Aggz). Nasledné byly vzniklé hodnoty zprimérovany a

graficky znazornény.

4.6 Stanoveni kvantového vytéZku elektronového transportu ve

fotosystému PSI|

Pro analyzu stanoveni kvantového vytézku elektronového transportu ve fotosystému
PSII byly odebrany tfi rostliny okfehku od kazdé experimentalni koncentrace. Rostliny
byly osuseny pomoci filtraéniho papiru a pomoci fluorimetru FluorPen byl métfen
kvantovy vytézek elektronového transportu ve fotosystému PSII, signalizujici vliv
stresoru na primarni procesy fotosyntézy u rostlin. Vzniklé hodnoty byly zprimérovany

a graficky zhodnoceny.

4.7 Stanoveni intaktnosti membran

Intaktnost membran u rostlinnych vzorkt byla stanovena konduktometricky podle
LIU et al. (2000). Analyzované vzorky byly 3x oplachnuty deionizovanou vodou. Cca
0,2 g rostlinného materidlu bylo vlozeno do tub s deionizovanou vodou a umisténo po
dobu 15 minut na roller. Po uplynuti této doby byly vzorky z rolleru vyjmuty a byla
meéfena pocatecni konduktivita (E;) pii 25 °C. Po zméfeni E; konduktivity byly
analyzované vzorky pfivedeny k varu a ochlazeny na 25 °C, pfi kterych byla méfena
konduktivita, vznikla po povateni (E;). Z podilu rozdila konduktivit pfed a po povateni

vzorkli od konstantni hodnoty konduktivity pouzité deionizované vody (Eo) byla
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vypoCtena procentualni hodnota uvolilovanych elektrolyti pro membranovou

permeabilitu (REL). Vysledné hodnoty byly zprimérovany a graficky znazornény.

Vzorec pro stanoveni REL:

Ei-Eo

REL= —F

* 100 [%]

4.8 Stanoveni lipidové peroxidace

Lipidova peroxidace byla stanovena podle GAO et al. (2009). Cca 0,2 g rostlinného
materidlu bylo pfelito 0,1% TCA a nasledn¢ homogenizovano. Po homogenizaci
nasledovala centrifugace pii 3600 otackach po dobu 10 minut. Vznikly supernatant byl
odebran a nasledn¢ smichan s 1-2 ml 0,67% TBA. Vzorky byly pfivedeny k varu a
vafeny pi1 100 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byly vzorky zchlazeny na
pokojovou teplotu. Nasledovala centrifugace po dobu 5 minut pii 1800 otackach, po
které byly vzorky méteny pomoci spektrofotometru Spectronic 20 Genesis pii vinovych
délkach 450, 532 a 600 nm. Nameéfené hodnoty byly zprimérovany a graficky
zhodnoceny.

Vzorec pro stanoveni vyprodukovaného MDA:

c=6,45x (A532—A600) —0,56 x A45o
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4.9 Stanoveni hladiny endogennich cytokininii prostiednictvim

ELISA analyzy

Pro stanoveni hladiny endogennich cytokininil v rostlinném materialu byla vyuzita
imunoanalyticka metoda ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay), pii které
dochazi ke kompetici navazani traceru (hapten znaceny enzymem) nebo haptenu na
protilatku vyvazanou na sténu mikrotitracni desticky. Této imunoanalytick¢é metodé
pfedchazela extrakce, purifikace a separace jednotlivych cytokinini pomoci

vysokoucinné kapalné chromatografie (HPLC).

Rostliny okiehku mensiho byly lyofilizovany na lyofilizatoru Christ Alpha 1-2 (obr.
14) a poté homogenizovany v tfeci misce, ktera byla dostatecné vychlazena na
konzistenci pudru. Ke vzniklému homogenatu byla pfidana modifikovand Bieleskiho
fixaz slozena z MeOH, CHCIl; a H,O vpoméru 13:5:2. Poté byl homogenat
kvantitativné prenesen do erlenmayerovych banck. Tyto bailky byly ptelepeny

parafilmem a uchovany v mrazaku po dobu 24 hodin a pfi teploté -20 °C.

Obr. 14: A) lyofilizator Christ Alpha 1-2 B) lyofilizované vzorky Lemna minor
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Po 24 hodinach byly vzorky protiepavany po dobu jedné hodiny pfti teploté 4 °C.
Vzorky byly poté doplnény deionizovanou vodou o nizké vodivosti o polovicni objem.
Frakcionace supernatantu od chloroformu (odstranén po centrifugaci) S obsahem lipidi
a pigmentt, ktery obsahoval cytokininy, bylo docileno centrifugaci pii 3500 otackach

po dobu 15 minut.

Po dobu této doby byl vznikly supernatant ptenesen do odparovacich ban¢k. Zbyly
sediment byl rehomogenizovan 100% metanolem. Na rotacni vakuové odparce byly
spojené supernatanty odpafeny do vodného zbytku. Za pouziti 0,04M acetdtamonného
pufru doslo k rozpusténi cytokinin. Ribosidy téchto cytokininl byly dale Stépeny
pomoci kyselé fosfatazy po dobu jedné hodiny. U vzorkli bylo upraveno pH na 3,00.
Cytokininy s kladnym nabojem byly oddéleny od latek s negativnim nabojem za pouziti
iontoméni¢ové chromatografie, pfi které byly vyuzity kolony P-celulézy. Na téchto
kolonach byly cytokininy zachyceny a pomoci 0,2M amoniaku eluovany. Po eluaci
cytokinintt z kolon P-celulézy bylo pH vzorkd upraveno na pH 6,5. Nasledné byla
provedena chromatografie na reverzni fazi na DEAE celul6ze, ktera je spojena s C18
kolonou Sep-Pak. Pomoci metanolu byly zachycené cytokininy eluovany ze Sep-Pak
kolony. U vzorkii doSlo k odpafeni metanolu na rotacni vakuové odparce. Takto

upravené vzorky predstavovaly finalni vzorky pro HPLC separaci (obr. 15).
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Obr. 15: Schématické zndzornéni postupu cisténi cytokininii

Pomoci kolon Phenomenex na pfistroji HPLC od firmy ECOM byla provedena
separace cytokininli a jejich ribosidi. Roztoky metanolu a 0,05% trifluoroctové
kyseliny (TFA) ptfedstavovaly mobilni fazi, jejiz pratok byl 1000 pl/min. Jednotlivé
frakce cytokininii u vzorkil byly pfi HPLC separaci sbirany podle pfisluSnych Cast a
byly odpatfeny do sucha. Takto odpafené frakce cytokininii ve vzorcich byly rozpustény
ve fiziologickém tris-pufrovaném roztoku (TBS). Do jednotlivych jamek mikrotitra¢ni
desticky byla nanesena smés uhli¢itanového pufru s protilatkou, kde byla inkubovéana
pfes noc. Béhem této inkubace doslo k navazani protilatky na stény jamek. Po tomto
kroku byla mikrotitracni desticka promyta destilovanou vodou a jeji stény byly

potazeny roztokem hovéziho sérového albuminu (BSA) v TBS pufru. Inkubace desticky
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probéhla pfi pokojové teplot€ po dobu jedné hodiny. Nésledovalo promyti desticky
Vv destilované vod¢, po kterém byly do jamek desticky nandSeny cytokininové standardy
a analyzované vzorky, konjugat alkalické fosfatazy s ribosidem ptislusného cytokininu a
substrat para- nitrofenylfosfat rozpustény v uhli¢itanovém pufru, které predstavuji
komponenty nezbytné pro ELISA analyzu. Po naneseni v§ech komponentl nasledovala
inkubace po dobu jedné hodiny, béhem které probihala tvorba barevného produktu (p-
nitrofenolat sodny), ktera je déna enzymem, navazanym na ribosidu urcitého
cytokininu. K zastaveni barevné reakce doSlo prostfednictvim 5M KOH. Pomoci
fotometrie byly stanoveny pii vinové délce 405 nm vysledné hodnoty obsahu cytokininti

ve vzorcich okfehku mensiho a porovnany s fadou standardut (obr. 16).
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Obr. 16: Princip ELISA analyzy
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4.10 Stanoveni produkce etylénu u rostlin

Na stanoveni produkce etylénu u okiehku byla vyuzita plynova chromatografie. Tato
metoda predstavuje nejcastéji vyuzivanou separa¢ni metodu k metabolickému studiu
pro analyzu celé fady latek, jako jsou aminokyseliny, cukry a organické kyseliny
(WOJTOWICZ et al. 2012). Pro nase stanoveni produkce etylénu rostlinami okiehku
byl vyuzit plynovy chromatograf (obr. 17) s cca 50 mm kapilarni kolonou Al,O3 "S*
15um, ID 0,53 mm, vyrobeny italskou firmou FISSONS.

Injektor vzorku _}f\\/'\_

Regulace toku PC

Detektor
Kolona

Mosny plyn Termaostat

Obr. 17: Schématické zndzornéni plynového chromatografu

Pomoci injekeni stiikacky s jehlou byl nasan jeden ml vzduchu ze sklenéné lahvicky,
uzaviené gumovym septem, které obsahovaly kontrolni rostliny okiehku mensiho a
rostliny, oSetfené fluoranthenem. Odebrany vzorek plynd z kultivace byl vnesen do
nastfikové komory. Zde doSlo k jeho odpafeni a poté byl ve form& par unaSen az
k samotnému konci kolony prostiednictvim nosného plynu. Timto zptisobem dochazelo
k neustalému dé€licimu procesu. Pomoci detektoru, udavajiciho vysledné hodnoty
produkce etylénu, doSlo k indikaci separovanych latek. Ke statistickému hodnoceni
doslo po konverzi na 1 nl vyprodukovaného etylénu rostlinami okiehku v 1 |

uzavieného prostoru.
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4.11 Stanoveni obsahu Kkyseliny abscisové prostiednictvim

radioimunoanalyzy

Kyselina abscisovd byla zrostlinného materialu extrahovdna pomoci metody
frakcionace kyseliny abscisové v systému roztoku 0,5 M K;HPO,/ether. Pomoci citlivé
kvantitativni imunoanalytické metody, kterd je zndma pod nazvem radioimunoanalyza
(RIA), bylo stanoveno celkové mnozstvi kyseliny abscisové ve vzorcich rostlin. V prvé
fad¢ byl rostlinny materiadl zhomogenizovan v tfeci misce, kterd byla vychlazena
tekutym dusikem. Tento homogenat byl ptelit 80% redestilovanym metanolem spole¢né
s2,6 —di —t — butyl — 4 — hydroxytoluen (BHT). Nasledn¢ doslo ke sliti vzorku do
kadinek. Po uplynuti 24 hodin byly vzorky intenzivné protfepavany po dobu jedné
hodiny. Nasledné byla provedena centrifugace piti 5000 otackach po dobu péti minut.
Vznikly supernatant byl slit do odpafovacich ban¢k. Zde pak doslo k odpateni metanolu
az do vodného zbytku prostfednictvim vakuové odparky na vodni lazni s teplotou vody
40 °C. Kvodnému zbytku byly po odpafeni metanolu ptidany 3 ml 0,5 M K,;HPO,
pufru. Poté byla provedena sonikace vzorki, po které nasledovalo pfidani totoZzného
mnozstvi pufru (6 ml). Takto upravené vzorky byly slity do sklenénych kadinek, kde
bylo upraveno pH roztoki na 8,5. Poté bylo ke vzorkiim pfidano 15 ml etheru. Vzorky
s ptidanym etherem byly vlivem protiepavani v d€lici nalevce extrahovany na frakci

vodnou a etherickou (obr. 18).
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Ethericka frakce

Vodna frakce

Obr. 18: Rozdéleni vodné a etherické frakce v delicich nalevkdch

Do kadinek pak byla sbirana vodna frakce, u které bylo pH upraveno na 3,00 a opét
doslo po pridani destilovaného etheru s BHT k extrakci frakci v délicich nalevkach. Po
tomto kroku byla etherickad frakce obsahujici ether sbirdna do odparovacich banék a
odpafovana na vakuové rota¢ni odparce. Odparek byl rozpustén v etheru s BHT a poté
doslo za pfistupu vzduchu k samovolnému odpateni do sucha. Takto odpatené vzorky

piedstavovaly finalni vzorky pro RIA-metodu (obr 19).
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Obr. 19: Schématické zndzornéni postupu stanoveni obsahu kyseliny abscisové

Reakce haptenu a radioligandu se specifickymi rozpoznavacimi misty protilatky
predstavuje zékladni proces pii radioimunoanalyze. Pii této metod¢ byla vyuzita
monoklondlni a vysoce specifickd protilitka MAC 252. Tato protilatka detekovala
molekuly ABA v rostlinnych vzorcich (QUARRIE et al. 1988). Do mikrozkumavek
byly pfidany v pfesné¢ daném mnozstvi a potfadi ABA, kterad piedstavovala hapten, 100
ul *H — ABA, predstavujici radioligand a 100 pl protilatky MAC. Tyto ptidané

komponenty jsou nezbytné pro radioimunoanalyzu (obr. 20).
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Obr. 20: Princip imunoprecipitacni reakce pri radioimunoanalyze

Po ptfidani komponentti, nezbytnych pro RIA analyzu, byla reakéni smées po dobu 45
minut pii teploté 4 °C inkubovana. Poté byl k reakéni smési pfidan saturovany siran
amonny, jehoZ pomoci doslo k zastaveni reakce. Nasledné byla provedena centrifugace,
kdy doslo ke vzniku sedimentu. Pomoci odsavacky byl zbyly supernatant odsan a
k sedimentu byl pfidan 50% siran amonny. Nasledovalo roztiepani vzorkl a
centrifugace. Vznikly supernatant byl opét odstranén pomoci odsavacky. Vysledny
sediment byl destilovanou vodou zifedén a doplnén dioxanovym scintildtorem. Hs-
aktivita byla pomoci programu Securia Packard pfepoctena na finalni obsah ABA

V rostlinném materialu.
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4.12 Fotodokumentace

V piedkladané diplomové praci byly fotografické snimky pofizeny prostfednictvim
zrcadlového fotoaparatu Nikon D3000. Poté byly ulozeny ve formatu JPEG.
Anatomické a morfologické snimky okiehku byly nasnimdny na mikroskopické lupé

OLYMPUS a pomoci programu QUICKPHOTO MICRO 2.3 dale zpracovany.

4. 13 Statistické hodnoceni

Hodnoty u vSech probéhlych experimentalnich analyz byly statisticky zpracovany.
Pocet opakovani se u jednotlivych experimentii liSil. Stanoveni délky kotfent bylo
analyzovano v deseti opakovanich, stanoveni kvantového vytézku -elektronového
transportu PSII mélo tifi opakovani, stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentt
spolecné s produkci ABA a CK mél dvé opakovani a u stanoveni produkce etylénu
probihal experiment v péti opakovanich. Pro statistické hodnoceni byl vyuzit PC
program Excel, pomoci kterého byl vypocten aritmeticky primér a smérodatna
odchylka ze souboru hodnot sledovanych charakteristik. Pomoci smérodatné odchylky
pak byla stanovena stfedni chyba priméru. Jednofaktoridlni analyzou variace (ANOVA)
byla stanovena priukaznost rozdili. Vysledky statistického hodnoceni byly graficky

znazornény kromé stanoveni produkce endogennich cytokinint.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vzhled rostlin Lemna minor L.

Rostliny kultivované bez pridavku fluoranthenu (kontrolni rostliny) mély elipsovity
tvar. Byly zelené, rovnomérné zbarvené a bez viditelnych chloréz a nekroz. Nebyly zde
(0,1 mg/l) byly pozorovany morfologické zmény. Byly zde pozorovany piiznaky ztraty
barviva u rostlin, pfi¢emz dochazelo ke Zloutnuti stélek (obr. 22). Toto Zloutnuti dale
vedlo az k uplné nekroze rostlin. Velmi podobné ptisobila na rostliny koncentrace 0,5
mg FLT/I (obr. 23). K viditelnému zlepSeni stavu doslo u rostlin, kultivovanych pii 1
mg FLT/I. Tyto rostliny vykazovaly jen nepatrné znamky ztraty barviva (obr. 24) a byly
dale schopny reprodukce (déleni). U kultivace rostlin pti 5 mg FLT/I (obr. 25) byly
pozorovany nekrotizujici stélky aZz z65 % z celkové plochy a ztracely tak Uplnou
schopnost déleni. U rostlin, které byly kultivovany pfi vysSich koncentracich
fluoranthenu, dochazelo k vysoké piekryvnosti listd oproti kontrolnim rostlinam (obr.
26).

Obr. 21: Kontrolni rostliny okiehku mensiho
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Obr. 22: Rostliny osetrené 0,1 mg FLT/I

Obr. 23: Rostliny osetrené 0,5 mg FLT/I

Obr. 24: Rostliny osetrené 1 mg FLT/I
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Obr. 26:  Kontrolni rostliny s listy bez prekryvu (A) a rostliny osetrené 5 mg FLT/I

S prekryvajicimi se listy (B)

5.1.1 Mikroskopické pozorovani rostlin Lemna minor L.

Kontrolni rostliny okifehku mély dobfe pozorovatelnou stavbu téla, ktera byla
zjednodusena na jednoduchy kotfen bez cévnich svazkl a kofenovych vlaski (obr. 27 a
28) a listkovity €lanek. Rostliny mély svrchni stranu epidermis listkovitych c¢lanki
viditeln¢ kutinizovanou oproti spodni strané, ktera kutinizovana nebyla (obr. 29). Mezi

svrchni a spodni epidermis se nachazelo pletivo parenchymu, obsahujici velké
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mezibunécéné prostory (obr. 30). U kontrolnich rostlin byla také dobfe pozorovatelna
produkce dcefinych ¢lankt prostiednictvim délivého meristému. Nové dcefiné ¢lanky
se vyvijeli na shodné stran¢ matetského ¢lanku (obr. 31). Vyssi koncentrace FLT (1 mg/1
a 5 mg/l) mély znaény vliv na vzhled a tvar rostlin. Listkovité ¢lanky okiehku byly
podle snimkt, potizenych na mikroskopické lup€, povadlé a ztracely elipsovity vzhled,
ktery byl patrny u kontrolnich rostlin (obr. 32). Vyrazné kratsi a rovnéjsi (ve smyslu
piimé) byly u té€chto rostlin i jejich kofeny. U rostlin kultivovanych pii vySSich
koncentracich FLT dochézelo k odumirani matetskych ¢lankt od okrajt listovych cepeli

(obr. 33). Nizsi koncentrace fluoranthenu (0,1 mg/l a 0,5 mg/l) neprokazaly viditelny

vliv negativniho pisobeni (obr. 34).

Obr. 27: Detail koiene okiehku Obr. 28: Rostlina okiehku mensiho

Obr. 29: Nekutinizovana spodni strana epidermis
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Obr. 30: Parenchymatické pletivo s mezibunécnymi prostory

Obr. 31: Produkce nového dceriného clanku
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Obr. 32: Okiehek osetieny 5 mg FLT/I Obr. 33: Odumirani materského clanku

Obr. 34: Okiehek osetieny 0,1 mg FLT/I

5.2 VIliv FLT na pocet rostlin Lemna minor L.

V priabéhu kultivace kontrolnich rostlin doslo k vyraznému nartistu v poctu rostlin
okfehku mezi patym a 12 dnem kultivace a mezi 12 a 21 dnem kultivace rostlin. Ke
znatelnému snizeni poctu rostlin doSlo po 12 dnech u rostlin, oSetienych 5 mg FLT/I, a
21 dnech od zalozeni experimentu. Rozdily velikosti listové plochy rostlin okiehku

Vv jednotlivych variantach jsou zachyceny na obr. 35.
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Obr. 35: Zobrazeni velikosti listové plochy po 21 dnech kultivace; A) 5 mg FLT/I, B) 1
mg FLT/I, C) 0,5 mg FLT/I, D) 0,1 mg FLT/l a E) kontrolni rostliny

Statisticky prukazné sniZzeni po¢tu rostlin po 12 a 21 dnech, mezi rostlinami, které
byly osetfeny 0,1; 0,5; 1 a 5 mg FLT/1, a kontrolnimi rostlinami, je zndzornéno na grafu

1.
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Pocet rostlin/1000 cm?
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® 5.den

2020 ® 12. den
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- W 21.den
1000 f i’ ¥ E i"
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0
Kontrola 0,1mg/l 0,5 mg/l 1 mg/I 5 mg/I

Koncentrace FLT

Graf 1: Pocet rostlin v jednotlivych variantich experimentu
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5.3 Vliv FLT na délku kofenu u rostlin Lemna minor L.

U kontrolnich rostlin se délka kofenli vyrazné¢ zvySovala az po 21 dnech kultivace
rostlin okiehku. Kofeny u rostlin, které byly oSetfeny FLT, vykazovaly vyrazné rozdily
V porovnani s rostlinami kontrolnimi (graf 2). Ke zméné délky kofenti u vSech
experimentalnich variant dochazelo po péti dnech kultivace. Statisticky prukazny je
nartst délky kofenti mezi rostlinami, oSettenymi 0,1 mg FLT/l a 5 mg FLT/l, a mezi
kontrolnimi rostlinami. Ke snizeni délky kotenti doslo u vSech experimentalnich variant
po 12 a 21 dnech trvani experimentu. Statisticky prikazné je snizeni délky kotenil po 21
dnech kultivace mezi rostlinami, které byly oSetfeny 0,5 a 5 mg FLT/I, a mezi rostlinami

kontrolnimi.

!

Kontrola 0,1mg/l 0,5 mg/I 1 mg/l

Koncentrace FLT

Graf 2: Délka korenii v jednotlivych variantach kultivace
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5.4 Vliv FLT na viabilitu rostlin Lemna minor L.

U rostlin okfehku, které byly kultivovany ve vSech variantdch koncentraci, bylo
zjiSténo, Ze jsou rostliny schopny ristu i po 21 dnech kultivace. U rostlin vSak
dochazelo k vyrazné redukci ve vyvoji a rastu oproti rostlinam, kultivovanych bez
piidavku FLT (graf 3). Rostliny s uplnou ztrdtou pigmentace byly povazovany za
odumtelé rostliny. U rostlin, oSetienych 0,1; 0,5; 1 a 5 mg FLT/l, dochazelo ke snizeni
poctu rostlin, které byly schopny dal$iho riistu, a naopak k narGstu poctu rostlin,
odumirajicich. Tyto vzniklé hodnoty mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami
oSetfenymi vSemi koncentracemi FLT jsou statisticky priikkazné. Pfi kultivaci rostlin v 5

mg FLT/I dochazelo k odumfeni rostlin az z 65 %.

' ™ Rostouci rostliny
‘ ' ® Odumfrelé rostliny

Kontrola 0,1mg/l 0,5mg/l 1mg/l 5mg/l

Koncentrace FLT

Graf 3: Viabilita rostlin v jednotlivych variantach experimentu
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5.5 Vliv FLT na obsah suSiny a specifickou listovou plochu

U kontrolnich rostlin a u rostlin, kultivovanych ve Steinbergové mediu s ptidavkem
0,1 a 0,5 mg FLT/1 obsah susSiny vyrazn¢ stoupal. U rostlin okiehku, které byly oSetfeny
1 mg FLT/1, naopak hodnoty suSiny vyrazné klesaly. U koncentrace 5 mg FLT/I doslo u
rostlin po 12 dnech kultivace k vyraznému poklesu hodnot su$iny, tyto hodnoty opét
stouply po 21 dnech od zaloZeni experimentu (graf 4). Statisticky prukazné je snizeni
hodnoty susiny po pé&ti dnech kultivace u rostlin, kultivovanych v mediu s 0,5 mg FLT/I
oproti kontrolnim rostlinam. I u zvySenych hodnot suSiny po péti dnech kultivace u
rostlin, oSetfenych 1 a 5 mg FLT/l, je prokdzana statistickd prikaznost. Mezi
kontrolnimi rostlinami a rostlinami, oSettenymi 0,1 a 5 mg FLT/l, které byly
kultivovany po dobu 12 dni, jsou hodnoty suSiny statisticky prukazné. Statisticka
prikaznost je také mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami, kultivovanymi 21 dni, které

byly oSetieny vSemi koncentracemi FLT pouzitymi v experimentu.

: : ® 5. den
' ® 12.den
®21.den

Kontrola 0,1mg/l 0,5 mg/I 1 mg/I

Koncentrace FLT

Graf 4: Mnozstvi susiny v jednotlivych variantdach experimentu

67



U rostlin okfehku hodnoty specifické listové plochy (SLA) stoupaly od patého k 21
dni kultivace u kontrolnich rostlin. Naopak k poklesu hodnot SLA od patého k 21 dni
kultivace dochézelo u rostlin, osetienych 0,1 a 0,5 mg FLT/l. K postupnému vzriistu
hodnot specifické listové plochy od prvniho ke tfetimu odbéru doslo u rostlin,
kultivovanych v mediu s piidavkem 1 mg FLT/l. Podobn¢ jako u hodnot obsahu susiny
doslo k vyraznému poklesu hodnoty specifické listové plochy po 12 dnech kultivace u
koncentrace 5 mg FLT/I, kdy tato hodnota p 21 dnech kultivace opét stoupla (graf 5).
Statisticka priikkaznost je prokazana mezi rostlinami, kultivovanymi bez ptidavku FLT, a
rostlinami, oSetifenymi 0,1 a 0,5 mg FLT/l, kultivovanymi po dobu péti, 12 a 21 dnt.
Podle grafického zndzornéni jsou rozdily, mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami,
oSetfenymi 5 mg FLT/l, po péti al2 dnech od zalozeni experimentu, povazovany za
statisticky prikazné. Hodnoty specifické listové plochy u rostlin, oSetfenych 1 mg

FLT/1, jsou statisticky prikazné pouze po péti dnech kultivace rostlin okiehku mensiho.

! ® 5.den
' i ® 12.den
®21.den
0 X |

Kontrola 0,1mg/l 0,5mg/l 1mg/l 5 mg/I

Koncentrace FLT

Graf 5: SLA u rostlin v jednotlivych variantach kultivace
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5.6 Vliv FLT na kvantovy vytéZek elektronového transportu ve

fotosystému PSI|I

Z grafického znazornéni hodnot kvantového vytézku elektronového transportu ve
fotosystému PSII je patrné, ze u okiehku mensiho, osetfen¢ho 0,1; 0,5; 1 a 5 mg FLT/I,
nedochazelo oproti kontrolnim rostlindm k vyznamnym zménam (graf 6). Pouze u
rostlin, kultivovanych v mediu s ptidavkem 0,5 a 5 mg FLT/l, byly zaznamenany
nepatrné zmény. U koncentrace 0,5 mg FLT/l se jednalo o zmény ve 12. a 21. dni
kultivace. V druhém ptipadé (5 mg FLT/l) pak po 12 dnech od zaloZeni
experimentu.Snizené hodnoty mezi kontrolou a rostlinami, které byly osetfeny 0,5 mg
FLT/1 po 21 dnech kultivace okiehku mensiho, jsou statisticky prikazné. I snizené
hodnoty mezi rostlinami kontrolnimi a rostlinami, kultivovanymi v mediu s ptidavkem
5 mg FLT/l, které byly ziskdny po 12 dnech kultivace,jsou povazovany za statisticky

prikazné.

® 5.den
m 12. den
W 21.den

Kontrola 0,1 mg/l 0,5mg/l 1mg/l 5 mg/I

koncentrace FLT

Graf 6:  Kvantovy vytezek elktronového transportu ve fotosystéemu PSII

V jednotlivych variantach kultivace
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5.7 Vliv FLT na obsah chlorofylu ,,a“ a ,,b* u Lemna minor L.

S porovnanim kontrolnich rostlin s rostlinami kultivovanymi po dobu péti a 12 dni, a
které byly oSetfeny 0,1 mg FLT/I, bylo zaznamenano vyrazné zvySeni chlorofylu a. Tyto
zvysené hodnoty jsou statisticky prikazné (graf 7). Dalsi varianty experimentalnich
koncentraci (0,5; 1 a 5 mg FLT/1) nevykazovaly zadné velké zmény v obsahu chlorofylu
a. Pouze vsak u koncentraci 1 a 5 mg FLT/1 bylo u rostlin, kultivovanych 12 a 21 dn,
zaznamenano mirné snizeni v obsahu chlorofylu a. Toto snizeni hodnot je statisticky

prikazné.

il | "li"i

Kontrola 0,1 mg/I 0,5 mg/I 1 mg/I 5 mg/l

Koncentrace FLT

Graf 7: Obsah chlorofylu ,,a* v jednotlivych variantach kultivace

V ptipad¢ obsahu chlorofylu b doslo ke zvySeni hodnot oproti rostlindim bez
pradavku FLT, a to u rostlin, oSetfenych 0,1 mg FLT/I po péti dnech kultivace. Podle
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grafického znazornéni (graf 8) se jednd o statisticky prikazné zvySeni obsahu
chlorofylu b. Vyrazné snizeni obsahu chlorofylu b bylo zaznamenano u rostlin po 12
dnech od zaloZeni experimentu, kultivovanych v mediu s0,5; 1 a 5 mg FLT/I. 1 toto
snizeni hodnot je statisticky prtikazné. Statisticky priikazné je snizeni hodnot obsahu

chlorofylu b u rostlin po 21 dnech kultivace. Tyto rostliny byly osetfeny 1 mg FLT/I.

® 5. den
® 12.den
i i i & ®21.den

Kontrola 0,1 mg/I 0,5 mg/I 1 mg/I 5 mg/I

Koncentrace FLT

Graf 8: Obsah chlorofylu ,,b* v jednotlivych variantach kultivace

5.8 Vliv FLT na tvorbu MDA jako markeru po$kozeni membran

Z grafického znazornéni (graf 9) je patrné, Ze i kontrolni rostliny po péti dnech
kultivace vykazuji poSkozeni membranovych lipidd, protoZe byla stanovena nepatrna
produkce MDA. Pficemz po 21 dnech kultivace od zaloZeni experimentu doslo
k vyraznému narustu vytvoreného MDA oproti rostlinam po péti dnech jejich kultivace.
Béhem péti a 12 dnti nedochazelo k vyraznym zménam v poskozeni membranovych
lipid u rostlin okifehku. Po 21 dnech kultivace vSak doSlo k vyraznému naristu
hodnoty MDA u rostlin, kultivovanych v mediu s pifidavkem 1 a 5 mg FLT/l oproti
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kontrolnim rostlinam. Za statisticky prikazné byly povazovany rozdily mezi
kontrolnimi rostlinami a rostlinami, které byly osSetfeny 0,1; 0,5 a 1 mg FLT/I po péti
dnech kultivace. Po 12 dnech od zalozeni experimentu byly statisticky prukazné rozdily
mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami, oSetfenymi vSemi koncentracemi FLT, které
byly vyuzity v experimentu. Po 21 dnech kultivace rostlin byly statisticky prukaznymi

pouze rozdily u rostlin, kultivovanych v mediu s pfidavkem 0,1 mg FLT/L.
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Kontrola 0,1mg/l 0,5mg/I 1 mg/I 5 mg/I

Koncentrace FLT

Graf 9: MDA Vv rostlinném materidlu V jednotlivych variantach kultivace

5.9 Vliv FLT na intaktnost membran u rostlin okrehku

Konduktometrické stanoveni intaktnosti membran vyjadiuje reciproéné jejich
poskozeni v procentech. Kontrolni rostliny okfehku mély nejvyssi poskozeni membrany
po 21 dnech kultivace stanoveno do 3-4 %. Stanovena porusenost membran u rostlin

oktehku kultivovanych na FLT se zvySovala od pat¢ho do 21 dne kultivace ve vSech
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pouzitych koncentraci FLT (graf 10). Nejvice poskozené membrany mély rostliny,
osetfené 0,1 mg FLT/I po 21 dnech kultivace a to az 30 %. V ostatnich variantach toto
poskozeni pfesahovalo 20 %. Za statisticky prikazné byly povazovany pouze hodnoty u

rostlin, oSetienych 5 mg FLT/1 po 21 dnech kultivace od zalozeni experimentu.
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Kontrola  0,1mg/l 0,5mg/I 1 mg/I 5 mg/I
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Graf 10: Poskozeni membradn u rostlin v jednotlivych variantach kultivace

5.10 Vliv FLT na hladinu endogennich cytokininii u rostlin

Grafické znazornéni (graf 11) ptedstavuje chromatogram cytokininovych standardi,
Z kterého byly odvozeny reten¢ni Casy. Podle téchto retencnich Casti byly poté pomoci

HPLC sbirany jednotlivé frakce endogennich cytokinini (tab. 2).
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Graf 11: Chromatogram HPLC déleni cytokininovych standardii
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Cas (min)

15

20

Ade - adenin

Ado - adenosin

Z - zeatin

DHZ - dihydrozeatin

ZR - zeatin robosid

DHZR - dihydrozeatin ribosid
mT - meta-topolin

mTR - meta-topolin ribosid

iP - N6-(A2-isopentenyl)adenin
BA - N6-benzyladenin

iPR - N6-(A2-isopentenyl)adenin

ribosid
BAR - benzyladenin ribosid

Reten¢ni ¢as (min) Cytokinin
11:84 z
12:33 DHZ
14:04 ZR/DHZR
14:86 mT
17:05 mTR
17:27 iP
17:55 BA
19:15 iPR
19:90 BAR

Tab. 2: Retencni casy pro sbeér jednotlivych frakci endogennich cytokininii
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V nejvétsim mnozstvi ze vSech endogennich cytokinint byl po péti dnech kultivace
rostlin nalezen N6-benzyladenin (BA) a N6-benzyladenin ribosid (BAR) (tab. 3). BA
byl nejvice produkovan rostlinami, které byly oSetfeny 0,1 mg FLT/l. U takto
oSetfenych rostlin se vyskytoval ve vyS$§im mnozstvi BAR, ktery se vyskytoval i u
oktehku, kultivovaném v mediu s pfidavkem 1 mg FLT/I. V tomto piipad¢ se u rostlin
vyskytoval v trojnasobné vys$s$im mnozstvi nez u rostlin, oSetienych 0,1 mg FLT/1. Po 12
dnech expozice bylo oproti hodnoceni po péti dnech patrné snizeni BA. Hladina BAR
vyrazn¢ vzrostla u rostlin, které byly osetieny 0,5 mg FLT/l. Po 21 dnech kultivace
doslo u rostlin okifehku, které byly osetteny 0,5 a 5 mg FLT/1, k produkci iP a iPR. iPR
byl nalezen i u okiehku, kultivovaném v mediu s pfidavkem 1 mg FLT/1 (tab. 4). U
koncentrace 0,5 mg FLT/l doslo navic u rostlin k produkci zeatinu (ojedinéla hodnota).
Tento endogenni cytokinin se podobné jako iP a iPR nevyskytoval u okiehku
v predchozich dnech kultivace rostlin. Zbylé znamé endogenni cytokininy se u rostlin

vyskytovaly v nepatrném mnozstvi.

Koncentrace 5. den 12. den 21. den
FLT BA BAR BA BAR BA BAR
0 mg/l 184+0,07 0,5+0,03 2,4+0,01 - 3,2+0,1 -
0,1 mg/l 12,2+0,37 12,5+0,04 1,5+0,06 - 6,8 £0,04 0,9+0,01

0,5 mg/I 55+0,11 1,0+0,01 5,0+0,07 3,0+0,02 1,5+0,05 1,6+0,02
1 mg/l 9,6 £0,11 36,3+0,02 1,2+0,04 - 2,5+0,11 0,5+0,01

5 mg/l 7,0 £ 0,36 - 1,6 £ 0,03 - 3,1+0,01 -

Tab. 3: Obsah BA a BAR v jednotlivych variantach kultivace
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Koncentrace 5. den 12. den 21. den

FLT iP iPR iP iPR iP iPR
0 mg/l - - - - - -
0,1 mg/l - - - - - -
0,5 mg/I - - - - 97,8+ 1,32 7,19+0,24
1 mg/l - - - - - 8,6+0,16
5 mg/I - - - - 10,54 + 0,00 4,8+0,02

Tab. 4: Obsah iP a iPR V jednotlivych variantdch kultivace

5.11 Vliv FLT na obsah kyseliny abscisové u rostlin

U rostlin okfehku mensiho, oSetienych 0,1; 0,5; 1 a 5 mg FLT/I, doslo po pé€ti dnech
od zalozeni experimentu k vyraznému snizeni v obsahu ABA oproti rostlinam,
kultivovanych v mediu bez ptidavku FLT. K nartstu kyseliny abscisové doslo u rostlin,
které byly oSetteny 0,1; 1 a 5 mg FLT/l, po 12 dnech kultivace. Obsah ABA se také
nepatrné zvysil u okiehku, ktery byl kultivovan v mediu s pfidavkem 0,1 a 0,5 mg
FLT/l, po 21 dnech od zaloZeni experimentu. Obsah ABA se zvysil aZ o 80 % oproti
kontrole u rostlin, které¢ byly oSetteny 5 mg FLT/I po 21 dnech kultivace rostlin. Za
statisticky prikazné lze povazovat hodnoty obsahu ABA mezi rostlinami,
kultivovanymi bez ptidavku FLT a rostlinami, které byly oSetfeny vSemi koncentracemi

FLT, vyuzitymi v experimentu (graf 12).
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Graf 12: Obsah kyseliny abscisové u rostlin v jednotlivych variantach kultivace

5.12 Vliv FLT na produkci etylénu rostlinami

K vyraznému nartstu produkce etylénu rostlinami, které byly oSetfeny 0,1 a 0,5 mg
FLT/l, oproti rostlinam kontrolnim, dochazelo jiz po tfech dnech kultivace rostlin.
Produkce etylénu se zvysila i po Sesti dnech kultivace od zaloZeni experimentu, ovSem
pouze u rostlin, které byly oSetieny 0,1 mg FLT/I. Také po deviti dnech kultivace byl
pozorovan nardst produkce etylénu rostlinami, které byly kultivovany v mediu
s ptidavkem 0,1; 0,5; 1 a 5 mg FLT/I. Statisticky prikazné je zvySeni hodnot
vyprodukovaného etylénu po tfech dnech kultivace mezi rostlinami, které byly oSetfeny
0,1 a 0,5 mg FLT/l a mezi kontrolnimi rostlinami. Po Sesti dnech kultivace od zalozeni
experimentu je zvySeni hodnot produkce etylénu u rostlin, kultivovanych v mediu
s ptidavkem 0,1 mg FLT/] také povazovéno za statisticky pritkazné. Hodnoty zvySené
produkce etylénu je i po deviti dnech statisticky pritkazné mezi kontrolnimi rostlinami a
rostlinami, oSetfenymi vSemi koncentracemi fluoranthenu, vyuzitymi v experimentu

(0,1; 0,5; 1 a 5 mg FLT/I). Statisticky prukazné je i snizeni hodnot produkce etylénu
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mezi rostlinami kontrolnimi a rostlinami, které byly kultivovany s ptidavkem 0,5; 1 a 5

mg FLT/1, po Sesti dnech od zalozeni experimentu (graf 13).
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Koncentrace FLT

0

Graf 13: Produkce etylénu rostlinami v jednotlivych variantich kultivace
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6 DISKUZE

Soucasnym problémem v oblasti Zivotniho prostfedi je jeho zneciSténi. Toto
znecisténi mize byt pavodu biologického, chemického nebo fyzikalniho. NejcastéjSim
puvodcem zneciSténi Zivotniho prostiedi jsou vSak chemické latky, kdy nejvice
nachylnym je vsoucasné dobé vodni ekosystém. Kontaminace vodniho prostfedi
toxickymi latkami je vyznamnym faktorem, ovlivilujicim stav vodnich rostlin. Na
pusobeni téchto stresovych faktorti reaguji rostliny fadou morfogennich odpovédi.
Z tohoto divodu jsou vodni rostliny hojné vyuzivany ve fyziologickém vyzkumu.
Drobné byliny Lemna minor L. z ¢eledi Araceae (Lemnaceae) s volné plovoucimi listy
na vodni hladiné jsou vhodnymi rostlinami pro biomonitoring, piedev§im diky jejich
vysoké citlivosti na fytotoxické ucinky. U ptedkladané diplomové prace ptredstavoval
fluoranthen toxickou latku, kterd se ztady perzistentnich organickych polutanti,
nejéast&ji vyskytuje v Ceské republice (SUEDEL et al. 1993). Jeho zvolené koncentrace
(0,1; 0,5; 1 a 5 mg FLT/l) pfedstavuji v zivotnim prostiedi béZnou a mirné¢ zvySenou
zatez (HOLOUBEK 2000). Kofen pfedstavuje u rostlin nejcastéj$i misto akumulace
toxickych latek z vngj$iho prostiedi. Tyto latky pisobi na uspofddani kofenového
systému predevsim z hlediska morfologického, zejména pak na jeho strukturu a rist.
Podle KUMMEROVA et al. (2010), kteii provedli experimenty na kli¢nich rostlinich
Zea mays, Helianthus annuus a Vicia faba, pisobi negativné na kofeny rostlin i
polycyklické aromatické uhlovodiky. Podle experimentalnich vysledkd, které byly
provedeny v diplomové praci je patrné, ze perzistentni organicky polutant fluoranthen
pusobi ve vysSich koncentracich (1 a 5 mg FLT/I) inhibi¢né na rist délky kotfent u
rostlin okfehku mensiho. Kofeny byly navic pfimé (rovné), oproti rostlinam, které
nebyly oSetfeny koncentracemi FLT, a rostlinam, oSetfenych koncentracemi 0,1 a 0,5
mg FLT/I. Rostliny maji kromé jiného kofenovou schopnost odolavat stresovym
podminkam na bunécné urovni. V kotenech, zatizenych faktorem stresu dochazi ke
zvySeni produkce glutathionu kofenovymi buitkami o 12 % jiZ po jednom dni kultivace
rostlin v nadmérn¢ zasoleném substratu (PANDA a UPADHYAY 2003). Okiehek mensi
ma vysokou schopnost vyrovnat se s toxicitou kovii pomoci kofenového systému

(KANOUN-BOULE et al. 2009). Toxické latky mohou mit krom¢ jiného také negativni
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vliv na rostliny i z hlediska listovych cepeli, kdy mize dochazet k intenzivnim
chlor6zam a nekrézam (DAVIS et al. 2011). U okiehku mensiho kultivovaného v mediu
s piidavkem vyssich koncentraci fluoranthenu dochézelo ke ztraté listovych pigmenti,
kdy dochazelo ke ztraté barviv nejcastéji po 21 dnech kultivace rostlin. Tyto rostliny
pak byly zbarveny zluté az bile. Bil¢ zbarveni je disledkem odumfeni listovych pletiv.
Ztraty listového barviva byly zaznamendny i u rostlin okiehku, zatizeného médi a
kadmiem (KHELAF a ZERDAOUI 2009). U rostlin okiehku mensiho, které byly
ovlivnény plsobenim fluoranthenu doSlo ke zménam u fyziologickych parametri
rostlin. Ke zméndm doslo zejména u specifické listové plochy, ktera predstavuje pomér
listové plochy k hmotnosti susiny. U rostlin, které byly zatizeny vyssimi koncentracemi
FLT, byl prokazan pokles hodnot v akumulaci obsahu suSiny rostlinami. Toto zvySeni
obsahu suSiny v rostlinném téle okifehku by mohlo pfedstavovat urychleni procesu
ontogeneze u rostlin a slouzit tak jako marker pro posouzeni urovné stresu (ANSQUER
et al. 2009). K fluorescenci chlorofylu u rostlin dochazi absorpci energie zafeni, které
dopada na rostliny pomoci molekul chlorofylu a. Cast této energie je nasledné vyzatena
zpét do okoli. K ziskani informaci o absorpci a vyuziti energie dopadajiciho zafeni
rostlinami slouzi stanoveni intenzity fluorescence chlorofylu. Vzhledem k tomu, ze
rostliny, které jsou vystaveny stresovému faktoru, maji omezenéj$i moznost vyuZzit
dopadajici energii. Z tohoto divodu by se intenzita fluorescence chlorofylu u rostlin
mela zvySovat (MAXWELL a JOHNSON 2000). V diplomové praci byla fluorescence
chlorofylu vyjadfena jako kvantovy vytéZek elektronového transportu ve fotosystému
PSIl. Zvysledkii vSak neni patrnd mira poskozeni fotosyntetickych procesi u
stresovanych rostlin. Jednu z hlavnich reakci na pisobeni stresovych faktori mohou
pfedstavovat zmény v obsahu fotosyntetickych pigmentd. Tyto zmény mohou také
souviset s narusenym piijmem a tokem Zzivin, zpusobeného poskozenim kotenového
systému (KUMMEROVA et al. 2001). Rozpad molekul chlorofylu pod tihou stresového
faktoru miize vést k poskozeni fotosyntézy (KUPPER et al. 1996). Za rozpadem
molekul chlorofyli mohou stat i produkty ROS. Je zndmo, ze chlorofyl a byva
nachylnéjsi nez chlorofyl b (APPENROTH et al. 2010). PRASAD et al. (2011) vystavili
rostliny Lemna trisulca L. pusobeni kadmia a médi. V piipadé kadmia nedochézelo
k vyraznym zménam v obsahu fotosyntetickych pigmentd. U médi vSak dochazelo

k vyznamné degradaci chlorofyll, kter¢ mohou byt zplisobeny peroxidaci membran
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chloroplastii. Herbicidy fluomioxazin a diuron zpiisobuji u rostlin vyrazné zvyseni
obsahu fotosyntetickych pigment (TEISSEIRE et al. 1999, GEOFFROY et al. 2004).
Olovo vsak u rostlin Lemna minor L. zpisobilo vyrazny pokles chlorofyli, svédéici o
jeho negativnim vlivu na rostliny (LEBLEBICI a AKSOY 2011). V experimentalnich
vysledcich diplomové prace mél fluoranthen znac¢ny vliv na sniZzeni obsahu chlorofylii
az po 12 a 21 dnech u rostlin, zatizenych vSemi pouzitymi koncentracemi, kromé
nejnizsi koncentrace (0,1 mg FLT/1). Se snizenim obsahu chlorofylt mize souviset i
inhibice rustu rostlin. Pti kultivaci Wolffia arrhiza v mediu, které bylo zatizeno t€zkymi
kovy, doslo u rostlin k sou¢asnému snizeni obsahu fotosyntetickych pigmentti a inhibici
ristu rostlin. Zaroven u rostlin dochéazi k aktivaci antioxida¢nich procest, pii kterych
dochazelo ke tvorbé GSH a askorbatu (PIOTROWSKA et al. 2010). Snizeni rychlosti
rustu a snizeni obsahu fotosyntetickych pigmentii bylo pozorovéno i u rostlin okiehku,
zatizenych 0,1 mg/l K,CrO, (BASSI et al. 1990, CHANDRA a KULSHRESHTHA
2004). Snizenad rychlost ristu byla pozorovdna i u rostlin okiehku, kultivovaném
v mediu s pfidavkem kadmia (TKALEC et al. 2008). I u okiehku mensiho, ktery byl
vystaven fluoranthenu v nasem experimentu dochazelo k vyraznému poklesu ristu.
Soucasti experimentli diplomové prace bylo stanovit miru poSkozeni membran
v bunikach rostlin okiehku mensiho, které souvisi stvorbou MDA ve vzorcich
rostlinného materialu béhem analytického procesu (produkt pii peroxidaci lipidd). Cim
membran v buinikach rostlin (REZINGERA et al. 2008). Z vysledkui experimentu je
patrny vyrazny narust produkce MDA v korelaci s procentualnim poSkozenim membran
stanovenym konduktometricky po 21 dnech kultivace rostlin, které¢ byly zatiZzeny
fluranthenem. Zvysena produkce fytohormont ptedstavuje jednu z mnoha reakei rostlin
na pusobeni stresovych faktord. Produkce rostlinnych hormont, jako jsou cytokininy,
etylén a kyselina abscisova, hraje vyznamnou roli v obrannych mechanismech u rostlin
(BARI a JONES 2009). Je znamo, Ze kyselina jasmonova je svymi ucinky podobna
etylénu a podili se na aktivaci signalnich drah, které vedou k vy$si odolnosti
fotosyntetickych pigmenti viici stresovym faktorim (PIOTROWSKA et al. 2009). Také
kyselina abscisovd hraje vyznamnou roli pfi vyvojovych a signaliza¢nich procesech
Vv rostlinnych odpovédich na neptiznivé podminky prostitedi (ROBERT-SEILANIANTZ

et al. 2007). Na zvySené biogenezi chloroplastl v zavislosti na obranné reakci rostlin se
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podileji cytokininy. Nartst hladiny ABA u rostlin byl zji$tén jiz po 12 dnech od zalozeni
experimentu u koncentraci 0,1; 1 a 5 mg FLT/I. Po 21 dnech kultivace rostlin se hladina
kyseliny abscisové zvysila az na 180 % oproti rostlindm bez ptidavku FLT. Rostliny
oktehku zatizené fluoranthenem dale vykazovaly zvySenou produkci -etylénu.
Podobnych vysledkii bylo dosazeno v experimentu KUMMEROVE et al. (2010) u
rostlin hrachu, kultivovaném v prostiedi, zatizeném FLT. Z hlediska endogennich
cytokininti byly u rostlin okiehku, které byly uchovany v mediu s pfidavkem FLT
pfevazné nalezeny BA, BAR a po 21 dnech kultivace iP, iPR a Z.
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7 ZAVER

Studium diplomové prace bylo zaméfeno na ovlivnéni vyvojovych, metabolickych a
bioenergetickych odpovédi rostlin Lemna minor L., kultivovanych po dobu 21 dnu
Vv kultivacnim Steinbergové mediu s pfidavkem 0,1; 0,5; 1 a 5 mg/l perzistentniho
organického polutantu fluoranthenu. Déle byl pozorovan rist a zmény obsahu kyseliny
abscisové, etylénu a cytokinind. Kultivace rostlin okfehku mensiho pro stanoveni
vyprodukovaného etylénu rostlinami trvala pouhych devét dnl oproti ostatnim
experimentim, které byly provedeny v pfedkladané diplomové praci. Z vysledkt této
prace vyplynulo, Ze polycyklickd aromaticky uhlovodik fluoranthen zptsobuje u rostlin
okfehku chlorézy a nekrézy. Dale bylo prokazéano, ze vlivem fluoranthenu dochézi ke
sniZeni rychlosti ristu rostlin. I pfesto jsou rostliny okiehku schopny ristu a vyvoje 1 pfi
zatizeni 5 mg FLT/I. U rostlin okfehku, které byly oSetfeny FLT, byl také pozorovan
negativni vliv na rust a tvar kofend. V diplomové praci byl také prokézan vliv na SLA a
celkovy obsah suSiny. Plisobenim fluoranthenu vSak patrné nedoSlo k poSkozeni
fotosyntetickych procest, jelikoz zatizeny okiehek nevykazoval zmény ve fluorescenci
chlorofylu oproti kontrolnim rostlindm. Fluoranthen se podili po 21 dnech od zalozeni
experimentu na lipidové peroxidaci a naslednému poskozeni membran vzhledem
k vysoké MDA ve vzorcich rostlinného materialu. Vlivem FLT doslo také ke snizeni
obsahu chlorofylu a a b po 12 a 21 dnech kultivace rostlin u vyssich koncentraci FLT.
Tento polyaromat ma také vyznamny vliv na produkci rostlinnych hormont, jehoZ
vlivem dochazi k nartstu hladiny ABA, etylénu a dale také k produkci endogennich
cytokinintt BA a BAR a po 21 dnech od zalozeni experimentu byly nalezeny iP, iPR a
Z.
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Ade — adenin
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CK — cytokininy
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DNA — deoxynukleova kyselina
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IPP — isopentenyladenosinfosfat
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MeoT — ortho-methoxytopolin
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mTR — meta-topolin ribosid
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PAU — polycyklické aromatické uhlovodiky
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