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Anotace

RECKOVA, Sarka. Fyziologicky aktivni Idtky ovliviiujici stresovou reakci rostlin na
tézké kovy. Hradec Kralové, 2019. Disertacni prace na Piirodovédecké fakulté

Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diserta¢ni prace Jifi Tlima. 107 s.

Piredkladana prace obsahuje vysledky pokusti s kukufici setou (Zea mays L.), ktera
byla péstovana v hydroponickych nadobach vklimaboxu a stresovdna bud
kadmiem nebo médi. Studovany byly obranné mechanismy rostlin, uc¢inky
predoSetreni kyselinou salicylovou (SA) a zmény v obsahu vybranych rostlinnych
hormoni. Bylo zjiSténo, Ze v korenech doslo ve stresu ke zméné chemického sloZeni,
diky ¢emuZ byl blokovan prijem a transport Cu. Chemicka reorganizace pletiv
korene vsak ziejmé omezila také absorpci minerald potirebnych pro normalni rist,
coz vedlo k inhibici riistu. Silnd negativni korelace mezi kyselinou jasmonovou (JA),
kyselinou benzoovou (BzA), cytokininy (CK) aCu naznacila jejich ulohu pri
snizovani transportu Cu z kofent do listi. Obsah vétSiny sledovanych hormont se
po aplikaci Cu zvysil, stejné tak obsah obrannych latek, jako jsou flavonoidy, fenoly
a proteiny. PfredoSetreni semen SA projevilo své ochranné ucinky tim, Ze napomohlo
inhibici translokace Cu a Cd, zmirnilo oxidacni stres v kofenech a ovlivnilo aktivitu
nékterych antioxida¢nich enzymii. Dale mélo za néasledek sniZeni fluorescence
chlorofylu a zvySeni prijmu nékterych mineralnich prvk. SA také v zavislosti na své
koncentraci sniZila nebo zvysila endogenni hladinu SA v semenech a v naklicenych

korenech a také urychlila jejich kliceni.

Klicova slova: kadmium, méd’, kyselina salicylovj, fytohormony, Zea mays, tézké

kovy



Annotation

RECKOVA, Sarka. Physiologically active substances affecting the stress response of
plants to heavy metals. Hradec Kralové, 2019. Dissertation Thesis at Faculty of

Science University of Hradec Kralové. Thesis Supervisor Jifi Ttima. 107 p.

This thesis presents the results of experiments with maize (Zea mays L.), which was
grown in hydroponic containers in a climabox and stressed either with cadmium or
copper. The plant’'s defense mechanisms, the effects of salicylic acid pretreatment
(SA) and changes in the content of the selected plant hormones were studied. It was
found that there was a change in the chemical composition of the roots under stress,
which prevented the intake and transport of Cu. However, the chemical
reorganization of the root tissues has also reduced the absorption of minerals
needed for normal growth, which has led to inhibited growth. The strong negative
correlation between jasmonic acid (JA), benzoic acid (BzA), cytokinin (CK) and Cu
indicated a role in reducing the transport of Cu from roots to leaves. The content of
most of the studied hormones has increased after Cu treatment along with the
content of defenses such as flavonoids, phenols and proteins. SA pretreatment of
seeds has shown to have a protective effect by helping to inhibit the translocation of
Cu and Cd, alleviating oxidative stress in the roots and influencing the activity of
some antioxidant enzymes. [t also resulted in a decrease in chlorophyll fluorescence
and an increase in the intake of some mineral elements. SA also decreased or
increased endogenous SA levels in seeds and sprouted roots as well as their

germination, depending on its concentration.
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Seznam zkratek

ABA - kyselina abscisova

AOX - alternativni oxidaza

ATP - adenosintrifosfat

BSA - hovézi sérovy albumin

BzA - kyselina benzoova

CAD - cinnamylalkohol dehydrogenaza
CAT - katalaza

CK - cytokininy

D4SA - [3,4,5,6-2 H4] - kyselina salicylova
DAB - 3,3'-diaminobenzidin

DPA - kyselina dyhydrofazeova

DTT - dithiotreitol

DW - sucha hmotnost

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
FW - Cerstva hmotnost

GSH - glutation

IAA - kyselina indol-3-octova

IBA - kyselina indol-3-maselna

JA - kyselina jasmonova

JAMe - methylester kyseliny jasmonové
PB - fosfatovy pufr

MDA - malondialdehyd

NBT - nitro blue tetrazolium chlorid

PA - kyselina fazeova

PAA - kyselina fenyloctova

POD - peroxidaza

ROS - reaktivni formy kysliku

SA - kyselina salicylova

SAD - sinapylalkohol dehydrogenaza
SAR - systémové ziskana resistence

SDS - dodecylsulfat sodny



SOD - superoxid dismutaza
TBA - tertabutyl alkohol

TCA - kyselina trichloroctova



Uvod

Rostliny se neustale museji vyporadavat s rliznymi stresovymi faktory, ato jak
abiotickymi, tak biotickymi. Abiotické stresy, jako jsou tézké kovy, zasoleni, 0zdn,
UV-B zareni, extrémni teploty asucho, patfi mezi nejvétsi hrozby pro rozvoj
zemédélstvi a hospodarsky vynos plodin. Tyto stresy (ptlisobici samostatné nebo
kombinované) vyvolavaji fadu nepfiznivych uc¢inkd, které narusuji biochemické,
fyziologické a molekularni procesy anakonec zptlisobuji inhibici riistu, vyvoje
a celkové sniZeni produkce rostlin (Khan et al,, 2015). Predpoklada se, Ze abiotické
stresy mohou negativné ovlivnit az 70 % vynost zadkladnich potravinatskych plodin
(Mantri et al., 2012).V jednom z odhadi americké Environmental Action Group byla
toxicita zpusobend rlznymi kovy uvedena jako jeden zhlavnich problémi
zemédélstvi, ktery negativné plisobi na zdravi vice neZ 10 milionti lidi v osmi zemich
((vjl'na, Dominikanska republika, Indie, Kyrgyzstan, Peru, Rusko, Ukrajina a Zambie)
(ENS, 2006 in Khan et al., 2015).

Znecisténi pud téZkymi kovy je stale rostouci problém na celém svété. Je
vysledkem lidské cinnosti stejné tak, jako geochemického zvétravani hornin
a dalSich environmentalnich pri¢in, jako jsou sopecné vybuchy, kyselé deSté
a kontinentalni prach. Z antropogennich c¢innosti je to hlavné téZba, pouzivani
hnojiv, pesticidii na bazi kovii a Siroka skala pramyslovych Cinnosti, které uvoliuji
kovy do zZivotniho prostiredi (Zawoznik et al., 2007). Prijem tézkych kovii rostlinami
omezuje nejen urodu, ale mtiZe byt také hlavnim nebezpecim pro zdravi lidi a celého
ekosystému (Ahsan et al,, 2009). Rostliny jsou totiZ schopny prevzit tyto prvky
z pudy azavést je do potravinového retézce, ¢imz se zvySuje riziko toxického
plisobeni{ kovi na lidi a zvirata (Roy and McDonald, 2015). Nékteré kovy, jako jsou
zinek (Zn), rtut (Hg), méd’ (Cu), arsen (As), olovo (Pb) a kadmium (Cd), mohou byt
perzistentni a bioakumulativni.

Aby bylo mozné rozvijet ideotypy pro udrzZitelné zemédélstvi a zlepSit
celkovou vynosnost rostlin v podminkach méniciho se klimatu a zvySené zavaznosti
abiotickych strest, je nezbytné vyuzivat dostupné informace o zapojeni kyseliny
salicylové (SA) a dalSich fyziologicky aktivnich latek do abiotické stresové tolerance

urostlin (Khan et al, 2015). Znalost obrannych mechanismi rostlin a uc¢ink
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fyziologicky aktivnich latek ndm mize pomoci snizit prijem tézkych kovt, ale
i dalSich toxickych latek do zemédélskych plodin.

Cilem této prace byl vyzkum fyziologicky aktivnich latek, predevsSim kyseliny
salicylové, ovliviiujicich stresovou reakci rostlin pri zatiZzeni téZkymi kovy. Dale také
prozkoumat obranné mechanismy rostlin, zmény v metabolismu a obsahu hormoniti
pri plsobeni tohoto stresového faktotu. Experimenty byly provadény s kukufici
setou (Zea mays L.) v fizenych podminkach klimaboxu. Kukutice byla vybrana jako
pokusna rostlina, protoZe se jedna o velmi diileZitou zemédélskou plodinu, zaroven
se dobi'e péstuje vlaboratornich podminkach a v neposledni radé také disponuje
rychlym rlistem. Pokusy se zamérovaly hlavné na zatizeni vysokymi koncentracemi
tézkych kovd, jako je Cd a Cu. Nékteré experimenty byly provedeny ve spolupraci
s Institutem fyziologie rostlin Polské akademie véd v Krakové v Polsku. Dal$i pokusy
sledujici zmény v obsahu Sirokého spektra rostlinnych hormont v reakci na stres
z Cu byly provedeny ve spolupraci s Ustavem experimentalni botaniky AV CR

v Praze.
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1. Aktualni prehled problematiky

1.1 Tézké kovy

Tézké kovy jsou zchemického hlediska prirazovany k prechodnym kovim
srelativni atomovou hmotnosti vySsi nez 20 aspecifickou hustotou vyssi
nez 5 g.cm=3. V biologii se pojem ,tézky“ prifazuje k mnoha koviim a metaloidiim,
které mohou byt toxické pro rostliny i ZivoCichy ve velmi nizkych koncentracich.
Nékteré z téchto kovi, jako je Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni nebo Zn, jsou v nizké koncentraci
nezbytné pro normalni rist rostlin. Pokud vsak jejich koncentrace piekroci urcité
limity, stavaji se toxickymi. Dalsi téZké kovy, mezi které se radi As, Cd, Hg nebo Pb,
nejsou pro rostliny nezbytné a nemaji zadné fyziologické funkce (Rascio and Navari-
Izzo, 2011).

Jsou piitomny v atmosfére, ptidé i vodé. Na mnoha mistech ve svété jsou
tézkymi kovy kontaminovany zemédélské ptidy, a to hlavné Cd, Cu, Zn, Co, Ni, Cr, Pb
a As. Toto znecisténi je zplisobeno hlavné dlouhodobym pouZivanim fosfatovych
hnojiv, aplikaci Cistirenskych kalt akontaminovanych zavlahovych vod na
zemédeélské piady, prachem zhuti a primyslovym odpadem (Bell et al., 2001;
Schwartz et al., 2001). Tézké kovy setrvavaji v pudé ticice let a predstavuji radu
zdravotnich hrozeb pro rizné organismy, ovliviiuji rist rostlin, znecistuji pidu
amaji negativni dopad na pldni mikrofléoru, ale mohou se idostavat do
potravinového fetézce a negativné plisobit na zdravi zvirat i lidi (Roy et al., 2005;
Kumar, 2015).

Povolené limity obsahu tézkych kovti, které definuji irovné znecisténi nasich
ptd, jsou uvedeny v legislativnich predpisech: vyhlaska ¢. 163/2016 Sb. a vyhlaska
¢.437/2016 Sb. V Ceské republice se nachazi nékolik oblasti se zvy$enou
kontaminaci pldy téZkymi kovy zplisobenou predevsim diilni ¢innosti. Sem patii
napriklad Kutna Hora, kde je hlavnim zdrojem kontaminace As, Cd, Pb a Zn (Tlusto$
et al,, 2007). Vysoka kontaminace tézkymi kovy je také v severnich Cechach, kde je
provozovan téZzebni, hutni a metalurgicky priimysl. Toto Gzemi zaujima 10 % CR.
Nejhtife jsou na tom lokality v oblasti Zatce, Chomutova a Sokolova, kde jsou ptidy
kontaminovany hlavné Cr, Cd, B, Ni aZn (Petiikova et al, 1995). Mezi nejvice
poskozené oblasti patri také Ptibramsko, kde dosSlo ke kontaminaci pii tézbé

a zpracovani olova (Rieuwerts et al., 1999).
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Bioaktivni kovy jsou na zakladé jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti
rozdéleny do dvou skupin: redoxni kovy jako Cr, Cu, Mn a Fe a neredoxni kovy, jako
jsou Cd, Ni, Hg, Zn a Al. Redoxni kovy mohou primo vyvolat oxidacni poskozeni
rostlin prostfednictvim Haber-Weissovych a Fentonovych reakci, které vedou
k produkci reaktivnich forem Kkysliku (ROS). Ty zpisobuji oxidativni stres
prostrednictvim nerovnovahy mezi prooxidacni aantioxidatni homeostazou
(Jozefczak et al., 2012). Naproti tomu neredoxni kovy nepiimo ptisobi jako oxida¢ni
stresory nékolika mechanismy zahrnujicimi depleci glutathionu, vazbu na
sulfhydrylové skupiny proteinti, inhibici antioxida¢nich enzymii nebo indukci
enzymi produkujicich ROS, jako jsou NADPH oxidazy (Bielen et al., 2013).

Priznaky toxicity pozorované pri zatiZeni nadmérnym mnoZstvim tézkych
kovli mohou byt zpilsobeny radou interakci na bunécné i molekularni drovni.
Toxicita mlze vyplyvat z vazby na sulfhydrylovou skupinu v proteinech, coz vede
k inhibici ¢innosti nebo narus$eni jejich struktury (Van Assche and Clijsters, 1990).
Podle Lal (2010) maji tézké kovy negativni vliv na aktivitu enzymd, struktury
proteinti, mineralni vyzivu, vodni bilanci, dychani, obsah ATP, fotosyntézu, riist
a morfogenezi a tvorbu ROS. ZvySeni ROS zptlisobuje v buiikdch oxidativni stres,
ktery nasledné vede k peroxidaci lipidd, biologickému poskozeni makromolekul,
poruchdm membran, Uniku iont a Stépeni DNA retézce (Quartacci et al.,, 2001).
Tézké kovy mohou také blokovat funkéni skupiny metabolicky diilezitych molekul,
vytésniovat nebo nahrazovat zakladni prvky (Rocca et al., 2009). Podle Demiral and
Tiirkan (2005) je jeden z nejvaznéjSich ucinkd ptisobeni tézkych kovii v rostlinach
peroxidace lipidi, kterd mliZe ptimo zpisobit poskozeni membrany.

Kovy zpldy vstupuji do korend symplastickymi nebo apoplastickymi
cestami a nasledné se premist'uji do xylému a dale do nadzemnich casti (Lux et al.,
2011). Vétsina tolerantnich rostlin akumuluje tézké kovy v podzemnich castech.
V korenech se tézké kovy hromadi predevSim vrhizodermis akife
avintracelularnich castech se nejvyssi koncentrace tézkych kovl nachazi
v bunécné sténé (Lal, 2010). Prijem a translokace zavisi na druhu rostliny a kovu.
(Prasad, 2013). Z koteni se dale do nadzemnich ¢asti dostavaji skrze apoplast. Pri

vstupu do xylému museji prekonat endodermis a suberizované Casparyho prouzky.
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Vétsina kovii tedy do xylému projde mladsimi ¢astmi korenti, kde nejsou Casparyho

prouZzky jesté zcela vyvinuty (Marschner et al., 1995).

1.1.1 Tolerance a detoxikace tézkych kovi
Rostliny maji fadu potencidlnich bunécnych mechanismi, které mohou byt
zapojeny do detoxikace tézkych kovil a tim i do tolerance na stres z tézkych kovii
(Obr. 1). VétSinou se rostliny snazi vyhnout hromadéni toxickych koncentraci
v citlivych mistech uvnitt bunky a tim zabranit Skodlivym ucinklim spiSe, nez by
zacaly tvorit proteiny, které by odolaly uc¢inkiim tézkych kovt. Napriklad je malo
diikazi o tom, Ze by tolerantni druhy nebo ekotypy vykazovaly zvySenou oxidacni
obranu. Tolerantni rostliny se hlavné snazi posilit avoidanci a homeostatické
mechanismy, aby se zabranilo vzniku stresu (De Vos et al., 1991; Dietz et al., 1999).
Podle Woolhouse (1983) jsou zmény v rostlinach vyvolané tézkymi kovy diisledkem
bud’ primého sniZeni metabolismu, nebo jsou to signaliza¢ni procesy, které iniciuji
adaptivni nebo toxické reakce, které je tifeba povaZovat za aktivni procesy (Jonak et
al.,, 2004).

Po vystaveni tézkym kovim rostliny casto syntetizuji fadu raznych
metabolitdi, které se hromadi v koncentracich v jednotkdch mM, zejména specifické
aminokyseliny (histidin, prolin), peptidy (glutation, fytochelatiny), aminy (spermin,
spermidin, putrescin, nicotianamin). Obecné plati, Ze tyto latky maji tfi hlavni
funkce: tvoreni kovovych vazeb, antioxida¢ni obrana a signalizace. Na zakladé
dostupnych udaju je ziejmé, Ze zmény v obsahu téchto metaboliti nesou funkéni
vyznam v souvislosti s toleranci tézkych kovl (Sharma and Dietz, 2006). Dale se
rostliny mohou branit opravou stresem poskozenych proteinii nebo umisténim
kovli do vakuol (Hall, 2002), kde hraji dllezitou roli fytochelatiny, které tvori
s toxickymi kovy komplexy v cytosolu andsledné zajiStuji jejich transport na
potiebné misto (Salt and Rauser, 1995). Tolerance také zahrnuje plazmatické
membrany, které dokazou snizit prijem tézkych kovli nebo stimulovat odtok ionti
kovi, jez vstoupily do cytosolu. Vramci protoplastu existuje fada potencialnich
obrannych mechanismi, napriklad jiZ zminéna oprava poskozenych proteint nebo

chelatace kovii organickymi kyselinami, aminokyselinami a peptidy (Hall, 2002).
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Obrdzek 1: Shrnuti potencidlnich obrannych mechanismii v reakci na tézké kovy. 1. Zamezeni
pohybu do korenti pomoci mykorhizy. 2. Vdzdni na bunécné stény a korenové exudadty.
3. Redukce toku pres plazmatickou membrdnu. 4. Aktivni vylucovdni do apoplastu. 5.
Chelatace v cytosolu riiznymi ligandy. 6. Oprava aochrana plazmatické membrdny. 7.

Transport PC-Cd komplexii do vakuoly. 8. Transport a akumulace kovii ve vakuole (Hall, 2002).

Rostliny pod tlakem tézkych kovti syntetizuji proteiny souvisejici se stresem
(Maksymiec, 2007). Mezi nimi jsou zvlasté zajimavé proteiny spojené
s enzymatickou regulaci antioxida¢ni homeostazy, protoZe mohou vyznamné sniZit
ucinky ROS, které jsou nadmérné produkovany pri stresu z tézkych kova. Nicméné
v literature lze nalézt variabilni vysledky tykajici se zmén obsahu proteint
a enzymové aktivity v diisledku stresu z tézkych kovii. Tyto nesrovnalosti mohou
byt pripsany rozdilim v aktivitich genl a funkcich proteini v zavislosti na
rostlinnych pletivech (Gao et al., 2008). Jiz drive bylo popsano, Ze expozice sazenic
pSenice riznym koncentracim Cu mirné zvysSuje akumulaci proteinti ve vyhoncich,
zatimco sniZuje jejich obsah v korenech (Al-Hakimi and Hamada, 2011).

Existuji rostliny, které dokazou aktivné prijimat vysoké mnoZstvi jednoho
nebo vice kovil z pidy. Tyto rostliny se nazyvaji hyperakumulatory a maji vysoky
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potencial pro pouziti v sanaci kontaminovanych plid tézkymi kovy (fytoremediaci).
Zda se, Ze je mozné tyty rostliny efektivné vyuZit zkombinovanim
hyperakumulacnich vlastnosti se schopnosti velké produkce biomasy. Nékteré
hyperakumulatory totiz translokuji tézké kovy do nadzemnich Ccasti, ato
v koncentracich az 1000krat vyssSich neZ ostatni rostliny, a navic nevykazuji Zadné
priznaky toxicity (Anh Tuan and Popova, 2013). Jasnéjsi pochopeni tolerance
k tézkym kovim a hyperakumulacnich mechanismi vyrazné usnadiuje realizaci
tohoto cile (Demidchik et al., 2002; Hall and Williams, 2003). Tolerantni ekotypy
a genotypy jsou druhy, které vznikly zrychlenym mikrovyvojem pfti akutnim
selekénim tlaku. Ptiklady tolerantnich druh@ jsou Arabidopsis halleri (Zn-
hypelakumulator), druhy rodu Thlaspi (Cd a Ni-hyperakumlatory), Silene
vulgaris (sZn, Cu aCd odolnymi ekotypy) aAlyssum bertolonii  (Ni-
hyperakumulator) (Bert et al., 2003; Ernst and Nelissen, 2000; Freeman et al., 2004;
Kiipper et al,, 2001).

Na zakladé akumulace tézkych kovi jsou rostliny rozdéleny do tii hlavnich
skupin: (I) akumulatorové rostliny, (II) indikatorové rostliny a (III) tolerantni
rostliny. Obecné plati, Ze hromadéni tézkych kovii v rostlinnych organech je v sérii:
koren > listy > stonek > kvétenstvi > semeno (Lal, 2010). Tolerantni rostliny tézké
kovy casto vylucuji, omezuji jejich vstup a translokaci, zatimco netolerantni rostliny
prevazné kovy hromadi v kotfenech, pricemz kapacita pro premisténi téchto prvki

do vyhonku je faktor podilejici se na toleranci (Verbruggen et al., 2009).

1.1.2 Kadmium
Kadmium (Cd) je vysoce toxicky stopovy prvek, ktery vstupuje do Zivotniho
prostiedi jak ptirozené, tak i lidskou ¢innosti. Nejvyznamnéjsi piirodni zdroje jsou
zvétravani nerostd, eroze a vulkanické aktivity, z antropogennich zdrojii je to tézba,
taveni, galvanizace, pouzivani pesticidi a (fosfatovych) hnojiv v zemédélstvi,
aplikace kalli, primyslovy odpad a atmosférickd depozice (Sabiha-Javied et al.,
2009). Je to neesencialni tézky kov, jenZ prilakal nejvétsi pozornost diky vysoké
akumulaci v rostlinach, ptidé a vodé, ktera nasledné vede k toxickym ucinkiim na
lidské zdravi prostiednictvim kontaminace potravinového retézce (Gill and Tuteja,

2010).
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Kadmium je toxicky kov kviili pomérné vysoké mobilité v plidnim systému
(Groppa et al., 2012). Bezpecna koncentrace Cd v ptidé je 3 azZ 6 mg.kg1, v zeleniné
je to pak od 0,01 do 1,5 mg.kg! cerstvé hmotnosti (Awasthi, 2000). Ackoli Cd nema
vrostlindch Zadnou znamou fyziologickou funkci, miZe byt snadno prijiman
korenovymi bunkami rostlin prostrednictvim transportnich systémt, které se
podileji na ptijmu mikroZivin (Gallego et al., 2012). Vzhledem k vysoké pohyblivosti
arozpustnosti ve vodé Cd snadno vstoupi do kotrenl pres kortikalni pletivo
anasledné do xylému apoplastickou nebo symplastickou drahou, ¢imZ vzniknou
komplexy s organickymi kyselinami nebo fytochelatiny (Salt et al., 1995). Do xylému
se Cd dostava ATPasami (HMAS) prenasejicimi tézké kovy, jako jsou ortologové
AtHMA2 a AtHMA4 (Gallego et al,, 2012). Tyto proteiny hraji dilezitou roli pri
transportu iontii prechodovych kovi proti elektrochemickému gradientu, k cemuz
pouzivaji energii poskytovanou ATP hydrolyzou (Cailliatte et al., 2009). VétSina
prijatého Cd byva zachycena v kofenech, mensi ¢ast potom byva translokovana do
nadzemnich ¢asti rostlin. Celkové mnoZstvi nahromadéného Cd se vSak lisi
v zavislosti na druhu rostliny (Anh Tuan and Popova, 2013). Translokace do
nadzemnich ¢asti je vyvinuta hlavné u hyperakumulacnich rostlin, které jsou
schopné piijmout a snést vysoké mnozstvi tézkého kovu (Lasat et al., 2000).

Cd u rostlin inhibuje produkci biomasy, zptisobuje peroxidaci lipidi, rozklad
mastnych kyselin a brani absorpci Zivin, jako je draslik, vapnik, horcik a Zelezo
(Belkhadi et al, 2010). Ve wvyssich koncentracich vyvolava rlzné priznaky
fytotoxicity, jako je kroucent list(i, chlor6za, hnédnuti kofenti a nakonec smrt (Kahle,
1993). Bylo prokazano, Ze primarni mista ptisobeni Cd jsou fotosyntetické pigmenty,
zejména biosyntéza chlorofylu a karotenoidi (Qian et al., 2009). Cd toxicita mize
ovlivitovat rostliny rGznymi zplGsoby zménou Kklicovych fyziologickych
a biochemickych procesq, jako je Klicivost semen, syntéza pigmentf, fotosyntéza,
vymeéna plyni, respirace, hormonalni rovnovaha, asimilace zivin, syntéza proteind,
replikace DNA, také zpiisobuje blokovani funk¢nich skupin metabolicky dulezitych
molekul a inaktivaci a denaturaci enzymt (Nagajyoti et al., 2010).

Dale muze ovliviiovat bunécné biochemické mechanismy a strukturni
aspekty, napriklad sniZeni kontroly redoxniho stavu bunky, coZ vyvolava oxidac¢ni
stres anaruSeni sloZeni afunkce membran (Gallego et al, 2012). Vrostlinach

zplUsobuje oxidativni stres v dlisledku preruseni rtiznych metabolickych procest.
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Tento stres se projevuje vznikem velkého mnoZstvi ROS, které jsou vedlejSimi
produkty normalniho aerobniho metabolismu, jako je respirace a fotosyntéza (Obr.
2). Jejich vysoké koncentrace jsou vsak vysoce reaktivni a toxické. Zputsobuji
poskozeni lipidové membrany, proteind, nukleovych kyselin, inhibici enzymi a také
nepriznivé plisobi na chloroplasty, mitochondrie a bunééné membrany, coZ nakonec
vede k smrti bunék (Gill and Tuteja, 2010).

Rostliny vyvinuly spoustu mechanismili na obranu proti vysoké koncentraci
Cd. Prikladem mtZe byt vylucovani kovili, omezena distribuce v citlivych pletivech,
vazba na bunécnou sténu, chelace organickymi molekulami a uloZeni do vakuol
(Benavides et al., 2005). Rostliny maji také ucinny antioxida¢ni systém, ktery se
sestava zenzymatickych aneenzymatickych sloucenin, jako jsou askorbat,
glutathion, karotenoidy, prolin nebo fenoly (Bouazizi et al., 2007; Kovacik et al,,
2010; Meietal,, 2015; Zengin, 2014). Mezi enzymy patii superoxid dismutaza (SOD),
ktera tvori prvni linii obrany proti ROS. Dal$im enzymem je katalaza (CAT), ktera
rozkladda H202 na vodu akyslik, zatimco peroxiddza (POD) zachyti H202
v chloroplastu a cytosolu rostlinnych bunék (Gill and Tuteja, 2010).
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1.1.3 Méd’

Méd (Cu) je dilezity mikroprvek nezbytny pro riist rostlin, ale pii vyssich
koncentracich se stava toxickym. Do pldy se dostiva hlavné z primyslu
a chemickych zemédélskych fungicidli. Jeho optimalni endogenni koncentrace je
priblizné 5-30 mg-kg! suSiny (Kabata-Pendias and Pendias, 1992). Méd' hraje
zasadni roli v metabolismu rostlin jako soucast hlavni molekuly fotosyntetického
arespiracniho elektron transportniho ftetézce. V nizkych koncentracich je
nezbytnym mikronutrientem spojenym s plastocyaninem, coZ je jeden
z komponentli elektron transportniho tetézce v chloroplastech. Proto ma
nedostatek médi negativni vliv na prenos elektronii PSI, ktery je sniZen kviili
nedostatecné tvorbé plastocyaninu. Kromé toho se podili na mnoha redoxnich
reakcich pri detekci ethylenu, metabolismu buné¢né stény nebo obrané proti
oxidativnimu stresu (Baszynski et al., 1988).

Nicméné, nadmérna koncentrace Cu ma na rostliny toxické ucinky, coz vede
napriklad ke snizeni miry Kli¢ivosti semen, potlaceni prodluzovani vyhonk
a koreni, sniZeni hmotnosti rostlinné biomasy a obsahu vody (Ahsan et al., 2007).
Bylo prokazano, ze 60 az 125 mg Cu-kg! pidy je pro rostliny toxické (Kabata-
Pendias and Pendias, 1992). Fytotoxicita Cu vrostlinach je disledkem jejiho
zapojeni do Fentonovych reakci usnadiujicich tvorbu ROS. Ty mohou zplsobit
poskozeni bunék tim, Ze poSkozuji klicové bunécné procesy v dlisledku naruseni
struktury proteinli ainaktivace enzymi (Leon Morales and Sepulveda-Jimenez,
2012).Z mnoha studif je znamo, Ze Cu vykazuje silny inhibi¢ni ii¢inek na riist a vyvoj
rostlin (Yang et al., 2015; Zengin, 2014). Liu et al. (2001) uvadéji, Ze riastové
parametry kofenli semendckli Zea mays se postupné snizovaly se zvySujici se
koncentraci Cu vrozmezi 105 az 10-3 M. Benimeli et al. (2009) popisuji, Ze vyssi
hladina Cu (10-2 M) ovliviiuje rist celych ¢asti rostlin, zatimco nizsi hladina Cu (10-
4 M) ovliviiuje pouze koreny. Dale uvadéji, ze vysoka koncentrace Cu zptsobuje také
snizeni obsahu chlorofylu a proteinti, zvySeni endogenni hladiny peroxidu vodiku
(H202), stejné jako vyvolava zmény v aktivitich peroxidazy. To miize vést
k peroxidaci lipidovych membran, obvykle vyjadrené jako zvysSeni koncentrace
malondialdehydu (MDA), a stimulaci antioxida¢niho systému.

JiZ drive bylo popsano, Ze Cu stres vedl ke zménam aktivity SOD, POD a CAT
(Cetinkaya et al., 2014; Chamseddine et al., 2009; Gao et al., 2008; Singh et al., 2007).
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Stimulacni uc¢inek Cu na enzymatickou aktivitu vSak zavisi na jeji koncentraci. Studie
provadéné na sadbach Jatropha curcas ukazaly, Ze aktivita SOD, POD a CAT vzriista
s rostouci koncentraci Cu az 400 uM, ale vyssi koncentrace Cu vede k vyznamnému
sniZeni aktivity téchto enzymi (Gao et al., 2008).

Je dobie znamo, Ze redukce absorpce téZzkych kovil nebo jejich ukladani
v kotenovych bunkach je jednim z primarnich obrannych mechanismi proti tomuto
typu stresu v rostlindch. Nékteré studie uvadeéji, Ze se zvysujici se koncentraci Cu je
nizsi schopnost akumulovat Cu stonky a listy, avSak kofeny stresovanych rostlin
akumuluji vysoké koncentrace Cu (Benimeli et al., 2009; Liu et al., 2001). Kromé
toho bylo v mnoha studiich popsano, Ze tézké kovy zptlisobuji sniZeni absorpce
zakladnich mineralnich prvki v rostlinach (Ke et al., 2007). AvSak Mostofa and
Fujita (2013) popisuji, Ze obsah Cu v korenech alistech ryZze se zvySoval se
zvySujicimi se koncentracemi Cu a obsah Cu nebyl zjiStén v kontrolnich rostlinach.
Liu et al. (2014) také popsali, Ze obsah médi v kofenech kukufice se zvySoval se
zvySujicimi se koncentracemi roztoku Cu. Tyto skutecnosti mohou naznacovat, Ze
schopnost akumulace médi v rtznych rostlinnych organech zavisi na druhu rostlin
ina zplsobu Kkultivace. Hydroponické péstovani poskytuje rostlindm jednotné
doplnéni Zivin a niZsi mechanickou odolnost ve srovnani s rostlinami péstovanymi
vpudé. To mize zplsobit nesrovnalosti mezi dosazenymi vysledky. Problém
vyuzivani vysledkli zjednoho ristového systému k predpovédi téch, které se
nachazeji v jinych podminkach ristu, byl zdliraznén uz v nékolika studiich (Liu et

al, 2017).

1.2 Vyznam latek hormonalni povahy v obrané rostlin
Reguldtory rlistu hraji dllezitou roli pri regulaci procesti vyvoje rostlin
a signaliza¢nich siti, nebot jsou pfimo inepiimo zapojeny do Sirokého spektra
biotickych a abiotickych stresovych reakci a tolerance v rostlinach (Asgher et al,
2015). Tyto fyziologicky aktivni latky se souhrnné nazyvaji fytohormony. Jsou to
molekuly produkované ve velmi nizkych koncentracich, ale schopné regulovat
rizné bunécné procesy v rostlinach a zajistovat komunikaci mezi bunikkami (Vof3 et
al, 2014). Jsou povazovany za nejdullezitéjsi endogenni latky pro modulaci

fyziologickych a molekularnich odpovédi acelkové pro preZiti rostlin jako
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prisedlych organismt (Fahad et al., 2015). Plisobi bud’ v misté jejich syntézy, nebo
jinde vrostlinach (Peleg and Blumwald, 2011). Jak prirodni, tak syntetické
regulatory rlistu jsou Siroce pouzivany v zemédélstvi jako prostiedek k ovlivnéni
ristu plodin. Studie ukazuji, Ze auxiny, cytokininy (CK), kyselina salicylova (SA),
kyselina jasmonova (JA), steroidni hormony (Epi-brassinosteroidy ahomo-
brassinosteroidy), ethylen, gibereliny, strigolaktony a kyselina abscisova (ABA)
mohou rostlindm pomoci vyrovnat se se stresem z tézkych kovii (Singh et al., 2016;
Wani et al,, 2016).

Nékteré znich, jako je napriklad ABA, byly identifikovany jako stresové
hormony. ABA hraje rozhodujici roli ve vyvoji rostlin, a to pfi udrZovani dormance
semen, inhibici kli¢ivosti, regulaci riistu, uzavirani priaduchi, padani ovoce, a kromé
toho zprostiredkovava abiotické a biotické stresové reakce (Li et al., 2010). V reakci
na environmentalni stres se hladiny endogenni ABA rychle zvySuji, dochazi
k aktivaci specifickych signalnich cest a modifikaci genové exprese (O’Brien and
Benkovd, 2013). Je mozné, Ze ABA indukuje uzavieni stomatd, coz zptisobuje sniZeni
transportu a redukuje tak translokaci kovii do kotrend azZe tloha ABA v reakci
rostlin na stres tézkych kovi je spojena s inhibici ristu (Biicker-Neto et al.,, 2017).
MiiZe také sniZovat stres z tézkych kovii ovlivnénim transportu do nadzemnich ¢asti
(Perfus-Barbeoch et al., 2002). Navzdory nedostatku znalosti o tom, jak se méni
signalizacni cesta ABA v reakci na expozici tézkymi kovy, fada vysledkii naznacuje
silnou korelaci mezi vysokymi hladinami ABA a poklesem stresu rostlin. Nékteré
dlikazy navic svédci o funkénim vyznamu zvySenych koncentraci hormont u rostlin
vystavenych toxicité tézkych kovil (Biicker-Neto et al., 2017).

IAA (kyselina indol-3-octovd) je jednim znejvice multifunkénich
fytohormonii a je Zivotné dtlezita nejen pro rist a vyvoj rostlin, ale také pro rizeni
a koordinaci rlstu rostlin za stresovych podminek (Kazan, 2013). Je to nedilna
soucast adaptace rostlin k zasoleni nebo zatiZeni tézkymi kovy (Igbal et al., 2014;
Sheng and Xia, 2006). Obecné plati, Ze zatiZeni téZkymi kovy vede ke sniZeni
endogennich hladin auxind. Napriklad arzen je schopen ménit hladiny auxint (IAA
a kyseliny indol-3-maselné (IBA)) u Brassica juncea (Srivastava et al., 2013).
Navzdory Skodlivému ucinku tézkych kovii na metabolismus auxinu se uvadi, Ze
exogenni aplikace téchto fytohormonli muize zvysSit endogenni hladiny auxint.

Napriklad bylo pozorovano zvétSeni biomasy kotrenid a stonkil rostlin slunecnic
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(Helianthus annuus) rostoucich v ptidé mirné kontaminované olovem po ptidani
fytohormonu IAA (Liphadzi et al., 2006). Podle Hac-Wydro et al. (2016) mohou
auxiny zmirnit toxické uclinky expozice tézkych kovii podporou modulace
membranovych vlastnosti nebo zvySenim obsahu hemicelul6zy (Zhu et al., 2013).

Kyselina fenyloctova (PAA) je aktivni auxin (Wightman and Lighty, 1982), ale
jeho role v riistu a vyvoji rostlin ziistdva nejasna. IAA a PAA maji prekryvajici se
regulacni role, ale odliSné transportni vlastnosti. PAA je Siroce distribuovana ve
vaskuldrnich a nevaskularnich rostlinach. V pletivech rostlin Arabidopsis bylo
zjiSténo, Ze jeji biologické aktivity jsou nizsi nez u [AA, ale endogenni hladiny PAA
jsou mnohem vyssi nez IAA. Nicméné PAA a IAA mohou regulovat stejnou skupinu
gent (Sugawara et al., 2015).

Brassinosteroidy reguluji expanzi a prodlouZovani bunék, fotomorfogenezi,
kveteni, samdi fertilitu, kli¢ivost semen, vaskularni diferenciaci, stavbu rostlin,
tvorbu priduchti a senescenci u rostlin (Mandava, 1988). Kromé jejich vyznamu pro
rist avyvoj rostlin obecné zajistuji rtizné fyziologické role pfi ochrané proti
abiotickému stresu, vCetné vysokych a nizkych teplot, zasoleni, suchu, herbicidi
a pesticidii (Biicker-Neto et al., 2017). Jak jiz bylo vyse popsano, fytotoxicita tézkych
kovii je hluboce spojena soxidatnim stresem andaslednou produkci ROS
vrostlindch. Tyto aktivity antioxidacnich enzymi jsou regulovany také
brassinosteroidy (Cao et al., 2005).

Cytokininy (CK) hraji vyznamnou roli v regulaci riistu a vyvoje rostlin. Zména
endogennich hladin cytokininli v reakci na stres naznacuje, Ze se tento hormon
podili na stresovych reakcich. CK hraji dtilezitou roli v riiznych procesech, jako je
vaskularni diferenciace, biogeneze chloroplasti, rist a vétveni korenti, vyhonk
a kvétenstvi, vyvoj semen a tolerance stresu (Miiller and Sheen, 2007). CK jsou
antagonistou ABA a expozice rostlin nedostatku vody vede ke sniZeni hladin CK
(Argueso et al.,, 2009). Napriklad v reakci na sucho se drasticky sniZuje koncentrace
a transport trans-zeatinového ribosidu, zatimco hladiny ABA se zvySuji (Hansen and
Dorffling, 2003). V posledni dobé se ukazalo, Ze CK jsou pozitivnim regulatorem
auxinové biosyntézy (Jones et al., 2010) a oba zpiisobuji otevireni stomatt (Ribeiro
etal,, 2009). Bylo také zjiSténo, Ze CK mohou snizit obsah Hg v rostlinach rostoucich

v ptidé kontaminované Hg (Bulak et al., 2014).
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Rostlinny hormon ethylen se podili na mnoha vyvojovych procesech, jako je
opadavani listd, zrani plodl astarnuti. Jeho produkce se zvySuje v rostlinach
vystavenych toxickym hladindm tézkych kovli a dochazi ke sniZeni rlistu a vyvoje
rostlin, coz svédci o silném zapojeni tohoto fytohormonu do reakce rostlin na
toxicitu tézkych kovli (Maksymiec, 2007).

Kyselina jasmonova (JA) hraje roli v obrannych mechanismech proti stresu
z tézkych kovii, UV zateni a zasoleni (Rakwal et al., 1999). Jeji akumulace se zvysuje
u rostlin oSetirovanych tézkymi kovy (Maksymiec et al., 2005). Podle Maksymiec and
Krupa (2002) methylester kyseliny jasmonové (JAMe) silné ovliviiuje toxicitu Cu
a Cd u rostlin Arabidopsis. Tento Uucinek je podle autorl specificky pro kov a zavisi

na koncentraci JA a na jejim exogennim nebo endogennim ptivodu.

1.2.1 Kyselina salicylova
Kyselina salicylova (SA) je fenolicka slouc¢enina znama jako fytohormon, ktery
prispivd kregulaci riistovych avyvojovych procesii, zejména Kkliceni semen,
fotosyntézy, dychani, kveteni a senescence (Vicente and Plasencia, 2011). Kromé
toho SA také plisobi jako silna signaliza¢ni molekula p¥i aktivaci reakci na obranu
rostlin proti biotickym a abiotickym stresovym faktoriim, jako jsou extrémni
teploty, zneciSténi ozonem, UV zareni, téZké kovy, sucho a zasoleni (Han et al., 2015;
Hara et al,, 2012; Miura and Tada, 2014; Popova et al., 2009; Semida et al., 2015;
Vicente and Plasencia, 2011).

SA hraje roli jak vlokalni odolnosti, tak ivsystémové ziskané odolnosti
rostlin (Zhang et al.,, 2010). Exogenni aplikace SA nebo jejich funk¢nich analogi (jako
je kyselina 2,6-dichlorisonikotonova abenzo-(1,2,3) thiadiazol-7-karbotioova)
indukuje systémové ziskanou resistenci (SAR) v rostlinach, a tim poskytuje ochranu
proti riznym biotickym strestim, napriklad rezistenci vii¢i patogeniim (Achuo et al.,
2004; Hayat et al., 2010). Exogenni aplikace také indukuje expresi genti souvisejicich
s patogenezi apodporuje rezistenci proti rdznym patogeniim virového,
bakteridlniho a houbového plivodu u riznych rostlin (Ryals et al., 1996; Pasquer et
al., 2005; Makandar et al., 2006). Mandal et al. (2009) uvadéji, Ze exogenni SA by
mohla byt potencialné pouZivana pro prodluzovani Zivotnosti mnoha cerstvych
plodii po sklizni. Konkrétné pti rozkladu zptisobenym Fusarium oxysporum u rajcat.

Salicylaty také napomahaji rostlinam pri obrané pred byloZravci zvySenim produkce
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tékavych sekretti, které jsou odpovédné za pritahovani jejich prirozenych nepratel

(Thaler, 1999).

1.2.2 Mechanismy ucinku kyseliny salicylové
rostliny (Obr. 3) (Han et al,, 2015; Semida et al., 2015; Sinha et al,, 2015; Zengin,
2014). Napriklad, Ze oSetfeni SA mize zmirnit toxicitu tézkych kovl vakuolizaci
v burikdch a zadrZenim ionti téZkych kovii v membranovych slozkach (Mingxuan et
al, 2015). Vpocatecnim stadiu vyvoje rostlin mize byt priznivy uUcCinek SA
pravdépodobné zplisoben prevenci nartistajiciho poskozeni pri vystaveni tézZkému
kovu, ¢imZ dochazi ke sniZovani negativnich disledkii oxidativniho stresu
zplsobeného toxicitou tézkych kovl. SA vychytava hydroxylové radikaly (OH:)
a dokaZe na sebe navazovat Zelezo. Proto SA miiZe piimo ptlisobit jako antioxidant
a nepiimo kontrolovat redoxni rovnovahu (Du et al., 2009). Podle Faghih et al.
(2017) SA moduluje redoxni rovnovahu mezi membranami a pasobi tak proti
negativnim ucinkiim ROS zvySenim aktivity antioxidacnich enzyma. Backer et al.
(2015) uvadéji, Ze béhem oxidacniho stresu SA indukuje transduk¢éni drahy ROS
zahrnujici geny NPR1. Timto zplisobem SA ovliviiuje aktivitu antioxidacnich
enzymu, hladinu glutathionu aexpresi mitochondridlnich genti modifikujicich
produkci ROS a nakonec oxidac¢ni stav bunky (Berkowitz et al., 2016). Freeman et al.
(2005) se domnivaji, Ze zvySena tolerance nékterych rostlin k toxickym hladinam
nékterych kovi je zprostredkovana glutationem (GSH) a signalizovdna zvySenou
hladinou SA. GSH hraje Kklicovou roli pri detoxikaci kovi (jako prekurzor
fytochelatinii), ale také jako antioxidant chranici rostlinné buiiky pred akumulaci
ROS. OSetieni SA také zvySuje hladinu fenolickych sloucenin, které maji antioxidacni
vlastnosti a mohou sniZit Skodlivé ucinky stresovych stavli a zabranit tak vzniku

mnoha typt fyziologickych skod (Ali et al., 2007).
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Maceni semen ZavlaZovani

Aplikace kyseliny salicylové na stresované rostliny

RERE

Kyselina salicylova (exo nebo endogenni) je vnimana molekulovymi receptory na bunécné membrané

Hydroponie

Obrazek 3: ZjednoduSené schéma predstavujici potencidlni mechanismy, které jsou
zdkladem abiotické stresové tolerance zprostredkované SA, pri riznych zpiisobech

aplikace SA. Upraveno podle Khan et al. (2015).

Predpoklada se také, Ze odpovédi iniciované SA jsou zprostiedkovany
zménami v koncentraci endogenniho ethylenu. Ethylen ma regula¢ni alohu pfti riistu
a vyvoji rostlin. Plisobi jako signalni molekula pti riistu a fotosyntetickych funkcich
jak ve stresovych, tak i nestresovych podminkach (Khan et al., 2014). SA inhibuje
konverzi kyseliny 1-aminocyklopropan-l-karboxylové na ethylen atim ovliviiuje
biosyntézu ethylenu a riist rostlin (Leslie and Romani, 1986).

Nedavné molekularni studie prokazaly, Ze SA miiZe regulovat mnoho aspekti
v rostlindch na Urovni geni a tim muze zlepSit toleranci vici abiotickému stresu.
Bylo popsano, Ze SA indukuje nékolik genti odpovédnych za kédovani chaperonu,
proteinii tepelného Soku (HSP), antioxidantli, sekundarnich metabolitd,
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sinapylalkohol dehydrogenazy (SAD), cinnamylalkohol dehydrogenazy (CAD)
a cytochromu P450 (Jumali et al., 2011).

Ackoli nékolik studii popisuje ulohu exogenni SA v procesech adaptace na
stres, vliv SA je ponékud nejasny. Dosud nebylo prokazano, zda jsou mechanizmy
stresové reakce zpisobeny samotnou SA nebo jinymi sloZkami aktivovanymi
exogenni SA (Gondor et al.,, 2016). Szalai et al. (2011) ve svém vyzkumu uvadéji, Ze
zvySena hladina volné avazané SA, ktera se vyskytuje urostlin péstovanych ze
semen oSetfenych v SA roztoku pred zasetim, je nové syntetizovanym produktem
spiSe, neZ Ze by byla prijata a mobilizovana rostlinou. Gondor et al. (2016) uvadéji,
Ze uzitnost SA pri indukci mechanismu obrany rostlin zavisi také na jeji koncentraci
a zpusobu aplikace. Pro aplikaci SA se pouziva nékolik metod, které se vyuzivaji pti
studiu ochrany rostlin proti rliznym strestim, véetné namaceni semen v roztoku SA
(He et al.,, 2010), postriku, zavlaZzovani (Huang et al., 2016) nebo pridavani do
Zivného média hydroponicky péstovanych rostlin (Marcinska et al., 2013). Obecné
plati, Ze nedostatek SA nebo velmi vysoka koncetrace SA zvySuje citlivost rostlin na
abioticky stres (Miura and Tada, 2014; Pal et al, 2002; Yuan and Lin, 2008).
V nejnovéjsich studiich se uvadi, Ze uCinky exogenni aplikace SA nemohou byt
generalizovany v riznych experimentalnich systémech. Napriklad bylo zjiSténo, Ze
existuji vyznamné rozdily vreakci biochemické a fyziologické obrany mezi
obilninou péstovanou pti hydroponickém oSetteni SA a rostlinami péstovanymi ze
semen oSetienych roztokem SA (Gondor et al., 2016). Podle Vicente and Plasencia
(2011) vliv exogenni SA na riist zavisi na druhu rostliny, vyvojové fazi a testované

koncentraci.

1.2.3 Vliv kyseliny salicylové na toleranci kadmia
Expozice Cd indukuje syntézu SA zejména v listech a také syntézu fenylpropanoidd,
které jsou zodpovédné za akumulaci SA. ZvySeni hladiny SA v korenech béhem Cd
stresu v nékterych odriidach pSenice je spojovano se zvySenim obsahu glutationu
ama za nasledek aktivaci antioxidacnich a metalickych detoxika¢nich systémij,
které podporuji Cd toleranci u sazenic pSenice (Kovacs et al., 2014). Predbézné

oSetreni
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Inénych semen SA sniZuje absorpci atransport Cd azvySuje absorpci jinak

inhibovanych zivin. Na trovni listi ma pozitivni vliv na zvySeny unik elektrolytd,

obsah chlorofylu, malondialdehydu (MDA) a celkovy obsah lipidi (Belkhadi et al.,

2010). Podle Guo et al. (2013) oSetieni SA vyrazné sniZuje akumulaci Cd a zvysuje

obsah chlorofylu a Zivin (K, Ca, Mg a Fe) v rostlindch, coZ je spojeno se sniZenim

obsahu MDA a H202. Kromé toho predbéZné oSetfeni SA zvySuje aktivitu SOD,

askorbat peroxidazy a POD v rostlinach vystavenych plisobeni Cd, ale sniZzuje CAT

aktivitu (Obr. 4).
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Obrazek 4: Mozné mechanismy zmirnéni toxicity Cd v rostlindch po aplikaci SA.

Upraveno podle Liu et al. (2016).
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1.2.4 Vliv kyseliny salicylové na toleranci médi
Podle Mostofa and Fujita (2013) predoSetreni sazenic ryZe exogenni SA také sniZuje
priznaky toxicity indukované Cu, cozZ zahrnuje sniZeni aktivity lipoxygenazy, obsahu
H202, MDA a prolinu, avSak hladiny relativniho obsahu vody, chlorofylu, kyseliny
askorbové a redoxniho potencialu se zvysuji. SA rovnéZ inhibuje prijem Cu a zvysuje
aktivitu antioxidacnich enzymd, jako jsou SOD, askorbatova peroxidaza, glutathion
reduktaza, glutathion peroxidaza, CAT, dehydroaskorbat-reduktaza a glutathion-S-
transferaza. Vliv SA na oxidativni stres a aktivitu antioxida¢nich enzymi byl také
studovan u dalSich druhi rostlin, véetné kukurice a ryZe péstovanych ve vyssich
koncentracich médi nebo kadmia (Krantev et al., 2008; Mostofa and Fujita, 2013;
Panda and Patra, 2007). Obecné se ma za to, Ze predoSetfeni SA zvySuje aktivitu

enzymu SOD podilejiciho se na vylu¢ovani superoxidovych radikal.

1.2.5 Vliv kyseliny salicylové na kliceni semen
Kyselina salicylova ma také vliv na kliceni semen. Jeji presna dloha ale dosud nebyla
popsana. Existuji studie, které naznacuji, Ze SA inhibuje kli¢eni, podle jinych naopak
kliceni urychluje (Rajjou et al.,, 2006). Popsané nekonzistentni uc¢inky se vztahuji
k aplikovanym koncentracim SA. Predpoklada se, Ze vysoké koncentrace SA (1 mM
nebo vice) vedou k tiplné inhibici kli¢ivosti nebo silnému zpomaleni ristu rostliny
(Rajjou et al., 2006; Singh, 2010; Xiao et al., 2014). To proto, Ze sama SA muze
indukovat oxidalni stres v oSetfenych bunkach (Borsani et al., 2001). Nékolik studii
vSak ukazalo, Ze SA aplikovana v nizkych davkach (méné nez 0,5 mM) zvySuje
klicivost pod ucinkem rlznych abiotickych stresorti (Baghizadeh, 2011;
Dolatabadian et al., 2009). JizZ drive bylo popsano, Ze SA aplikovana v koncentraci 0,5
az 1 mM stimuluje rist a kliceni nezralych embryi kukurice izolovanych ze semen

a kultivovanych in vitro (Krantev et al.,, 2008).
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1.3 Vybrané fyziologicky aktivni latky

1.3.1 Malondialdehyd

Jednim z nepriznivych acinka tézkych kovl na rostliny je tvorba ROS, coZ vede
k oxidativnimu stresu (Cheynier, 2012) a dochazi k peroxidaci lipida (Abuja and
Albertini, 2001). Malondialdehyd (MDA) je jednim z hlavnich kone¢nych produktt
procesu peroxidace lipidi (Yadav, 2010). Stanoveni obsahu MDA je Siroce
pouzivano jako spolehlivy nastroj pro detekci oxidativniho stresu pomoci odhadu
tvorby lipidovych peroxidli v biologickém materidlu (Loureiro et al., 2006). Tvorba
ROS azvySend produkce MDA byly jiz diive pozorovany urostlin vystavenych
riznym tézkym koviim jako Cr, Pb, Cu a Zn (Wahsha et al., 2012).

1.3.2 Fenolické latky
Vedle dobfe prostudovanych  antioxidacnich  systémi  sestavajicich
z nizkomolekularnich antioxidantl a specifickych enzymi, které pomahaji zvladat
oxidativni stres, hraji dilezitou roli i fenolické latky. Nékteré fenolické slouceniny
jsou v rostlinach velmi rozsitené, jiné jsou specifické pro urcitou skupinu nebo se
vyskytuji pouze vnékterych rostlinnych pletivech (Cheynier, 2012). Tyto
slouceniny maji fyziologicky a morfologicky vyznam pro rostliny. Hraji dilezitou
roli v riistu a reprodukci a projevuji fyziologické vlastnosti, jako jsou antioxidacni
a antimikrobialni aktivity (Balasundram et al., 2006). Rozmanitost struktur souvis{
sriznymi vlastnostmi, které jsou spojeny se specifickymi rolemi v rostlinach,
a tudiz jejich specifickou distribuci. Naptiklad antokyany jsou pigmenty vétSiny
cervenych a modrych rostlinnych organt. Nachazeji se vkvétech ave zralych
plodech a hraji roli v procesech spojenych se Sifenim semen (Gould, 2010). Chrani
rostliny pred UV zafenim (Winkel-Shirley, 2002) a mohou se podilet i na obrané
rostlin proti byloZravcim, houbdm a virim (Haslam, 2007). Béhem stresu z tézkych
kovli mohou fenolické slouceniny ptisobit jako chelata¢ni latky nebo mohou piimo
vychytavat ROS. Jejich antioxida¢ni uc¢inek spocivad predevsSim vjejich chemické
struktuie, protoze maji hydroxylové a karboxylové skupiny k vazbé tézkych kovt.
Chelatac¢ni schopnost fenolickych sloucenin se také muze vztahovat k vysokému
nukleofilnimu charakteru aromatickych kruhti (Michalak, 2006). V literature lze

nalézt rozdilné vysledky tykajici se obsahu fenolickych latek po aplikaci tézkych
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kovii. Napriklad Kisa et al. (2016) popisuji, Ze aplikace Cd, Cu a Pb zvysila obsah
celkovych fenolli ve srovnani s kontrolnimi skupinami. Chlorogenova kyselina
arutin byly hlavnimi fenolickymi slouCeninami, pokud jde o kvantifikaci. AvSak
obsah kyseliny kavové, kyseliny ferulové a kyseliny vanilové byl ve vSech vzorcich
relativné niZsi neZ kyselina chlorogenova a rutin. Naopak Okem et al. (2015) uvadéji

sniZeni obsahu fenolickych latek po vystaveni rostlin Cd a Al

1.3.3 Proteiny

Rostliny reaguji na tézké kovy tim, Ze vyvolavaji expresi gent, které kéduji proteiny.
Ty se podileji na reakci na stres. Toxické kovové ionty ovliviiuji homeostazu
bunécnych proteind tim, Ze zasahuji do procesu skladani a agregace proteind, coz
vede ke snizeni Zivotaschopnosti bunék. Vzhledem k tomu, Ze proteiny maji dilezité
funkce, jako je chelace kovovych ionti v cytosolu fytochelatiny a metallothioneiny,
jejich nasledovné ukladani ve vakuolach, oprava proteini poskozenych stresem
nebo jejich odstranovani a degradace, piirozené konformace jsou velmi dulezité pro
toleranci rostlin ke stresu ztézkych kovil. Existuje typicka sada protein,
nazyvanych stresové proteiny nebo proteiny HSP, které jsou prednostné vytvareny
pii stresu. HSP omezuji agregaci proteinti a spoustéji opravu nespravné preloZenych
proteini (Hasan et al.,, 2017). Zatimco v nékterych studiich je popsano sniZeni
obsahu proteinii ve stresu z Cd (Bavi et al.,, 2011; Hashem et al., 2016; Zengin and
Munzuroglu, 2006), jiné popisuji jejich zvySeni (Ali et al., 2000). Khavari-Nejad et al.
(2014) popisuji, Ze v 50 uM CdClz se celkovy obsah proteinti zvysil, ale ve 100 uM
poklesl.

1.4 Kukurice seta
Kukuftice setad (Zea mays L.) patfi do celedi lipnicovité (Poaceae). Pivodné pochazi
z tropickych a subtropickych oblasti Jizni a Stfedni Ameriky a v soucasné dobé je
rozsifena po celé Zemi. Rychlost riistu pri kli¢eni zavisi na prijmu vody a pti dobrych
podminkach se pohybuje mezi 4 - 5 dny (Skladanka, 2006). Kromé agronomického
vyznamu je kukurice zakladnim modelovym organismem, ktery se pouziva pro
vyzkum. Z obilovin, jako je ryZe (Oryza sativa), ¢irok (Sorghum bicolor), pSenice

(Triticum spp.) a jeCmen (Hordeum vulgare), je kukutice nejdiikladnéji zkoumanou
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rostlinou. Jako modelovy organismus je kukufice predmétem rozsahlych
biologickych vyzkumt, jako je domestikace rostlin, vyvoj genomu, vyvojova
fyziologie, epigenetika, rezistence proti skiidctim, heteroze, kvantitativni dédi¢nost
asrovnavaci genomika (Strable and Scanlon, 2009). Pivod kukurice jako
modelového organismu je zaloZen na pocatecnich studiich Gregora Mendela v roce
1869, kdy byla kukufice pouZivana Kk potvrzeni véhlasnéjSich péstitelskych
experimentli, které byly predtim provadény na hrachu (Pisum) (Coe, 2001).
Kukurice je jednou z nejdiileZzitéjSich obilovin, ktera by mohla byt povazovana za
druh vhodny pro fytoremediaci - obnovu mist znecisténych tézZkymi kovy (Vatehova
etal, 2016).

Bézné se pouziva pro vyzkum ptlisobeni tézkych kovili (Akinyemi et al.,, 2017;
Deng et al,, 2016; Pal et al., 2005), ale i dalSich stresort, jako je zaplaveni (Pages et
al., 1991), chlad (Janda et al., 1999) atd. Napriklad Krantev et al. (2008) zkoumali
vliv SA na kukufrici pfi zatiZeni Cd, priCemz zjistili, Ze predoSetreni SA zmirnilo
negativni ucinek Cd. Pozitivni efekt zaznamenali hlavné na ristové parametry,
obsah chlorofylu, fotosyntézu a aktivitu enzymi. Dale doslo ke snizeni produkce
prolinu, rychlosti peroxidace lipidt a tiniku elektrolytd. Podle nich tedy SA miize
ochranit buniky proti poskozeni oxidativnim stresem a sniZeni fotosyntézy pfri stresu
z Cd. Mohsenzadeh et al. (2011) pozorovali uc¢inky SA akifemiku na nékteré
fyziologické parametry kukuti¢nych sazenic v ptitomnosti Cd (100 uM). Vysledky
ukazaly, Ze SA a Si zmirfiuji inhibi¢ni G¢inky Cd na sazenice kukutice zvySenim
obsahu chlorofylu a Cerstvé hmotnosti. Individualni oSetfeni SA a Si sniZilo obsah
volného prolinu, rozpustnych cukri, absorpci kadmia a rychlost peroxidace lipidi.
Kilic et al. (2017) studovali destruktivni ucinky rtznych koncentraci Cd na
morfologické, anatomické a fyziologické parametry kukuri¢énych semen. Cd
inhibovalo Klic¢ivost arast. Vyssi koncentrace Cd vedly ke snizeni vodivosti
priduchi, obsahu chlorofylu, zmensenti listové plochy a doslo ke zvyseni degradace
chlorofylu.

Co se tycCe pouziti kukutice pro vyzkum ptlisobeni vysokych koncentraci Cu,
Liu et al. (2014) zjistili, Ze aktivita POD se u kukuftice prudce zvysSuje pti koncentraci
vyssi nez 10 pM, obsah MDA pfri koncentraci vysSi nezZ 1000 pM, membranova
propustnost pri koncenraci nad 100 pM a korenova aktivita vyrazné klesa pfri

koncentraci vysSi nez 100 puM Cu. Guzel and Terzi (2013) ve svém vyzkumu uvadéji,
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ze exogenné dodany H202 zvySuje produkci suSiny, obsah minerali a osmotickych
latek u mladych listi kukurice a zmiriuje tak Skodlivé ucinky stresu z Cu. Kumar et
al. (2008) dospéli k zavéru, Ze prebytek Cu (100 uM) indukuje u kukurice oxida¢ni
stres zvySenim produkce H202 navzdory zvySené antioxidacni obrané aZe
nadmérné oxidacni poSkozeni indukované prebytkem Cu je minimalizovano

vysokou davkou Fe.
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2. Materialy a metody

Vramci doktorského studia bylo provedeno nékolik pokusi, znichZ nékteré
probihaly na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové, dalsi pak
v Institutu fyziologie rostlin Polské akademie véd v Krakové v ramci dvoumésicni
zahraniéni staZe. Posledni ¢ast pokusi byla provedena ve spolupraci s Ustavem
experimentalni botaniky AV CR v Praze.

Jako pokusna rostlina byla zvolena kukurice setd (Zea mays L.) nejen
z divodu rychlého ristu a snadného péstovani, ale také proto, Ze se jedna o velmi
dtlezitou hospodaiskou plodinu, ktera by mohla byt povaZovana za druh vhodny
pro fytremediaci, jak uz bylo vySe uvedeno. Rostliny byly péstovany v rizenych
podminkach klimaboxu, vétSinou v hydroponickém Zivném roztoku. Pokusy se
zameéiovaly hlavné na ochranné vlastnosti kyseliny salicylové pri zatizeni tézkymi
kovy (Cd, Cu) a zmény v obsahu Sirokého spektra rostlinnych hormont v reakci na

stres z Cu.

2.1 Pokusy

2.1.1 Testovani ruznych kultivart kukufrice na odolnost k Cd
Nejprve byl proveden pokus se tfemi kultivary kukurice seté (Zea mays L),
LG30.238, LG30.224 a PR39H32, jejichz semena nam poskytla OSEVA UNI, a.s.,
Chocen. LG30.238 je velmi rany silazni hybrid, LG30.224 stfedné rany a PR39H32
pozdni. Tento pokus byl zaméten na ziskani nejvhodnéjsiho kultivaru pro v§echny
nasledujici pokusy. Semena kukufrice seté byla sterilizovana po dobu 10 min v 5%
roztoku Sava apoté nékolikrat oplachnuta destilovanou vodou. Nasledné byla
ponechana bobtnat po dobu 5 h pri teploté 25 °C ve tmé v destilované vodé a poté
semena Kklicila ve vlhkém filtracnim papire ve stejnych podminkach. Tti dny staré
sazenice byly umistény do hydroponickych nadob supravenym Hoaglandovym
roztokem (0,2 mM KH2PO4, 3,5 mM Ca(NO3)z, 2,5 mM KNOs, 2,0 mM MgS04, 0,18 mM
Fe203, 0,046 mM H3BOs3, 0,32 uM CuS0s4, 9,14 pM MnClz, 0,077 pM (NH4)6MO7024,
0,769 uM ZnS04). Hodnota pH byla upravena na 6,2 za pouZziti KOH. Pro prvni tfi dny
byla pouzita polovi¢ni koncentrace a Zivny roztok byl ménén kazdé tii dny. Cd(NO3)2
byl ptridan v poZadované koncentraci 50 uM. Rostliny byly péstovany v klimaboxu
s dennim/no¢nim cyklem 12/12 hodin pti 23/20 °C, relativni vlhkosti mezi 70 % az

80 % a hustotou fotosyntetického toku fotont 100 pmol m=2.s'1 a nasledné sklizeny
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v 11. den hydroponického riistu (14. den pokusu). U rostlin byl méfen relativni
obsah chlorofylu, intenzita fotosyntézy, vodivost priiducht, intenzita transpirace,

délka korenu a nadzemnich ¢asti a vzhled kofentd a nadzemnich ¢asti.

2.1.2 Vliv kyseliny salicylové na rist a obranné mechanismy kukufice

seté pri zatiZeni kadmiem
Semena kukufrice seté (kultivar LG 30.224) byla sterilizovana po dobu 10 min v 5%
roztoku Sava a poté nékolikrat oplachnuta destilovanou vodou. Nasledné byla
ponechana bobtnat po dobu 5 h pii teploté 25 °C ve tmé v destilované vodé nebo
roztoku SA ve dvou riiznych koncentracich, 50 uM SA nebo 500 uM SA. Poté semena
Kklic¢ila ve vlhkém filtracnim papire ve stejnych podminkach. Tii dny staré sazenice
byly umistény do hydroponickych nadob s upravenym Hoaglandovym roztokem
(0,2 mM KH2POs4, 3,5 mM Ca(NOs3)z, 2,5 mM KNOs, 2,0 mM MgS0s4, 0,18 mM Fe203,
0,046 mM H3BO3, 0,32 uM CuS04, 9,14 uM MnClz, 0,077 uM (NH4)6sMO7024, 0,769 uM
ZnS04). Hodnota pH byla upravena na 6,2 za pouziti KOH. Pro prvni tfi dny byla
pouZita polovi¢ni koncentrace a Zivny roztok byl ménén kazdé tri dny. Cd(NO3)2 byl
pridan v pozadované koncentraci 50 pM. Bylo studovano Sest rtznych variant
(Tab. 1)

Tabulka 1: Testované varianty

Varianta Cd SA

C - R

Cd 50 uM Cd(NO3)2 -

SA50 - 50 uM SA
SA500 - 500 uM SA
SA50Cd 50 uM Cd(NO3)2 50 uM SA
SA500Cd 50 uM Cd(NO3): 500 uM SA

Rostliny byly péstovany v klimaboxu s dennim/no¢nim cyklem 12/12 hodin
pri 23/20 °C, relativni vlhkosti mezi 70 % aZ 80 % a hustotou fotosyntetického toku
fotont 100 pmol m2 s-1. Nasledné byly sklizeny v 11. den hydroponického ristu (14.

den pokusu) a rozdéleny na vyhonky a koreny, které byly analyzovany samostatné.
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Urostlin byla zmérena délka stonkli akorent, fluorescence chlorofylu,
transpirace, vodivost priduchi, intenzita fotosynzézy, obsah MDA, H20z2, chlorofylt

a a b, karotenoidd a proteint.

2.1.3 Vliv kyseliny salicylové na Kkliceni, riist a obranné mechanismy

kukurice seté pri zatiZeni médi
Rostliny byly péstovany stejnym zplisobem jako v predchozim experimentu
s kadmiem. Jedinym rozdilem bylo pouZiti téZkého kovu, ato médi (CuSO4)
v koncentraci 100 pM. Semena byla ponechdna bobtnat v SA 5 hodin. Byly pouzity
i stejné varianty (Tab. 2). U téchto rostlin byl sledovan vliv SA na kliceni pomoci
kalorimetrickych analyz a vliv na obsah endogenni a exogenni SA. Dale pak byla
urostlin mérena fluorescence chlorofylu, obsah chlorofylu, karotenoidl, H202,
rozpustnych proteinl, koncentrace Cu, zmény morfologickych parametri
a chemické skladby rostlin a v neposledni fadé také aktivita superoxid dismutazy

a katalazy.

Tabulka 2: Testované varianty

Varianta Cu SA

C - -

Cu 100 uM CuSO4 -

SA50 - 50 uM SA
SA500 - 500 uM SA
SA50Cu 100 uM CuSO4 50 uM SA
SA500Cu 100 uM CuSO4 500 uM SA

2.1.4 Sledovani zmén v obsahu Sirokého spektra rostlinnych hormonti
kukufrice seté v reakci na stres z vysoké koncentrace médi
Rostliny byly péstovany stejnym zpiisobem jako u predeslych pokust. Semena byla
ponechana bobtnat po dobu 5 h, pfi teploté 25 °C ve tmé v destilované vodé. Poté
byla ponechana kli¢it ve vlhkém filtraénim papife ve stejnych podminkach. Tti dny
staré sazenice byly umistény do hydroponickych nadob supravenym

Hoaglandovym roztokem, u kterého byla hodnota pH upravena na 6,2 za pouZziti
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KOH. CuSOa4 byl pridan v koncentraci 50 nebo 100 pM. Byly studovany tfi riizné
varianty (Tab. 3).

Tabulka 3: Testované varianty

Varianta Cu

C -

Cu50 50 puM CuSO4
Cu500 100 uM CuSO4

Rostliny byly péstovany v klimaboxu s dennim/noc¢nim cyklem 12/12 hodin
pii 23/20 °C, relativni vlhkosti mezi 70 % aZ 80 % a hustotou fotosyntetického toku
fotonti 100 pmol.m-2.s-1. Nasledné byly sklizeny v 11. den hydroponického riistu (14.
den pokusu) a rozdéleny na vyhonky a koreny, které byly analyzovany samostatné.
U téchto rostlin byla mérena svételna a temnostni fluorescence, provedena analyza
obsahu hormoni (napft. kyselina abscisova (ABA), kyselina salicylova (SA), kyselina
jasmonova (JA), aktivni cytokyniny (CK) adalsi), méreny délky nadzemnich
a podzemnich casti, barvena pritomnost médi ve stoncich a korenech, dale byl

stanoven obsah fenolickych latek, flavonoidt, chlorofyld a a b a karotenoidi.

2.2 Popis jednotlivych metod

Kalorimetrické analyzy

Kalorimetrické analyzy byly provedeny vizotermickém kalorimetru TAM III
vybaveném softwarem TAM Assistant Software (Thermometric, Jarfalla, Svédsko)
pri 25 °C ve tmé. Pfed mérenim byla semena kukurice pfedem namocena v 500uM
roztoku SA po dobu 5 hodin, kontrolni semena byla namocena v destilované vodé.
Nasledné byla semena umisténa na filtracni papir do 20ml ampuli s otvory
umoznujicimi volny pristup kysliku a bylo pridano 250 pl destilované vody. Po 45
minutach tepelné stabilizace se mérily emise tepla po dobu ti{ dnti (krivka specifické
tepelné energie). Kazdé méreni bylo provedeno na tfech morfologicky podobnych
semenech. Po méreni byla semena lyofilizovana a stanovila se sucha hmotnost.

Metabolicka aktivita byla vyjadrena jako specificka tepelna krivka (mW.g-1 DW)
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a celkova specificka tepelna energie (J.g1 DW). Celkova specificka tepelna energie
emitovana béhem kliceni semen byla vypocitana integraci krivky specifické tepelné
energie a prevedena na suchou hmotnost rostlinného materialu (Kula et al., 2014).

VSechna prezentovana data jsou priimérné hodnoty ze ¢ty nezavislych replikata.

Analyza obsahu SA

Semena, kterd byla ponechana bobtnat v roztoku 50 uM, 500 uM [3,4,5,6-2H4] -
salicylové kyseliny (D4SA) (varianty D4SA50 5 h, D4SA500 5 h) a v destilované vodé
(kontrola) po dobu 5 hodin, byla nasledné ponechana kli¢it po dobu tii dni za
podminek popsanych vySe. Semena a vyvinuté kofeny byly homogenizovany ve
treci misce s kapalnym dusikem a extrahovany studenym methanolem, poté byly
vystaveny pusobeni ultrazvuku po dobu 10 min a centrifugovany pti 38 000 g po
dobu 10 min. Supernatant byl odebran a ¢iStén podle Balcke et al. (2012) za pouziti
kolon Oasis MCX SPE 1 cc/30 mg (Waters, Milford MA, USA). Vzorky byly
analyzovany za pouziti systému HPLC Agilent 1260 vybaveného spektrometrem
6420 ESI Tandem Mass a kolonou Supelco Ascentis RP-Amide (7,5 cm x 4,6 mm,
2,7 um). Byl pouzit gradient 0,1% roztoku kyseliny mravenci, vody a acetonitrilu pri
prutokové rychlosti 0,5 ml.min-l. Pro identifikaci a kvantifikaci SA (primarni iont
139,0; sekundarni ionty 121,0 a 39,0) a D4SA (primarni iont 143,1; sekundarni
ionty 125,1 a41,1) byly vybrany dva nejhojnéjsi sekundarni ionty (MRM). Pro

analyzované slouceniny byly ptripraveny desetibodové kalibra¢ni krivky.

Analyza obsahu chlorofylii a karotenoidii

Cerstvé listy (1 g) byly homogenizovany v 5 ml acetonu s trochou moi'ského pisku
a CaCOs3. Vzorky byly nasledné centrifugovany pifi 5000 rpm a méfeny
spektrofotometricky pri vinovych délkach 415, 435, 470, 646,8, 663,2 a 710 nm.
Obsah pigmentt byl vypocten podle rovnic, které navrhl Wellburn (1994).

chla= 12,25*A663,2* 2,79*A646,8

chl b =21,5%A64658— 5,1*As63,2
car = (1000*A470 — 1,82*chl a — 85,02*chl b) /198
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Meéreni relativniho obsahu chlorofylu
Pro méreni relativniho obsahu chlorofylu byl pouZit Chlorofylmetr OPTI-SCIENCES CCM

200. Méreni bylo provadéno vzdy na druhém listu.

Meéreni intenzity fluorescence (Mini-PAM)

Fluorescence plné vyvinutych listli byla stanovena za pomoci analyzatoru vytéZnosti
fotosyntézy Mini-PAM, Walz, Effeltrich, Némecko. K detekci posSkozeni rostlin
tézkym kovem byla u temnostné adaptovanych listli méiena fotosynteticka i¢innost
fotosystému II - maximalni kvantova ucinnost PSII (Fv/Fm), pocet otevienych
reakcnich center PSII - fotochemické zhaseni (gp), podil absorbovaného svétla PSII
- kvantovy vytéZzek otevienych center PSII (YII) a energie, ktera je dispergovana
v nefotochemickych reakcich - nefotochemické zhaseni (NPQ). Timto zplisobem
byla fluorescence meéfena u pokust provadénych ve spolupraci s Institutem

fyziologie rostlin v Polsku.

Méreni intenzity fluorescence (Chlorofyl Fluorometrem 0S1p)
Méreni intenzity fluorescence na PfF UHK bylo provedeno Chlorofyl Fluorometrem
OS1p (OPTI-SCIENCES, USA). K méteni byl vzdy pouZit druhy plné vyvinuty list a byla

zaznamenana svételnd i temnostni fluorescence.

Mér‘eni intenzity fotosyntézy, transpirace a vodivosti priiduchii

Pro méreni byl pouZit pristroj LCpro+ (ADC Bio Scientific Ltd., Hoddeson, UK).
V asimila¢ni komofte byla teplota 25 °C aintenzita osvétleni 500 Ix. Pristrojem byly
zaznamenavany tyto hodnoty: A (intenzita fotosyntézy), gs (vodivost priduchi),

E (intenzita transpirace). K méteni byl opét pouzit vidy druhy plné vyvinuty list.

Analyza obsahu médi

SuSené listy, stonky a koteny byly rozloZeny pomoci mikrovinného zareni ve smési
H202 a HNOs3 v zarizeni Microwave Labstation MLS 1200 Mega. Stanoveni Cu bylo
provadéno pomoci AAS metody pii absorbci 324,8 nm (zatizeni AAS Perkin-Elmer

3110).
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Analyza obsahu minerdlnich prvkii véetné médi a kadmia
Pro mineralizaci vzorkli bylo navdZeno 0,1 g namletého rostlinného materialu,
smichano se 2 ml 30% H202a 9 ml 65% HNOs a rozloZeno v mineraliza¢nim zarizeni
(Berghof Speedware MWS-4). Mineralizace probihala 10 min p#i 0-400 W a 50 min
pri400 W, poté nasledovalo 15 min chlazeni. Mineralizované vzorky byly prevedeny
do 15ml flakonek.

Pro stanoveni prvkil byl pouZit pristroj ICP-OES (GBC INTEGRA XL, Australie)
a standardni roztoky od firem MERCK a Analytika Praha. Pro méreni obsahu Ca byla
pouZzita vlnova délka 217,933 nm, pro Mg 279,806 nm, pro K769,896 nm, pro
Zn 213,856 nm, pro Cu 324,754 nm a pro Cd 228,802 nm.

Barveni bivalentnich kovii v koirenech a stoncich

Stonky a koreny byly natezany na uzké platky a vloZeny do roztoku 30 mg dithizonu
(difenylthiokarbazon), 60 ml acetonu, 20 ml destilované vody a inkubovany po dobu
1,5 h. Cervené zabarveni prokazalo piitomnost bivalentnich kovii (Pielichowska and

Wierzbicka, 2004).

FT-Raman spektroskopie

Méreni FT-Raman byla provadéna na lyofilizovanych semenech, ktera kli¢ila tfi dny
v destilované vodé nebo v 500uM roztoku SA. Stejné bylo méfeni provadéno na
listech a kotenech rostlin Zea mays pochazejicich ze semen oSetfenych SA (50 uM
SA nebo 500 uM SA) nebo ze semen, ktera klicila v destilované vodé, po 11 dnech
hydroponického riistu za plisoben{ stresu Cu nebo za kontrolnich podminek. Postup
byl proveden podle modifikované metody vyvinuté Saja et al. (2014). Spektra FT-
Raman byla zaznamendna pomoci spektroskopie Nicolet NXR 9650 FT-Raman
prostirednictvim laseru Nd: YAG3* (1.064 nm) a detektoru InGaAs. Teplota méreni
byla 20-23 °C. Byl pouzit otvor 80 a spektralni rozliSeni 4 cm1, 64 skent pro semena
a 128 skenti pro listy a kotfeny. Dale byly pouzity tfi urovné vykonu laseru: 0,5 W
pro semena, 0,1 W pro listy a 0,7 W pro kofeny. Analyza spektra byla provedena
s pouzitim programu Omnic 8 a softwarového bali¢ku Statistica 13.1 pro Windows
(StatSoft, Inc. 2011) vrozmezi 400-3600 cml. Vysledna spektra a dendrogramy
jsou uvedeny vrozmezi hodnot 600-2000 cmvzhledem k nejvyznamnéjSim

rozdilim v tomto rozmezi.
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Analyza obsahu hormonti
Pro analyzu obsahu hormont bylo navazeno 0,1 g ¢erstvého rostlinného materialu
a zamrazeno tekutym dusikem ve 2ml Eppenndorfové zkumavce. Nasledné byl
vzorek uchovan pri-20 °C. Tato analyza byla popsana jiz diive (Dobrev and Vankova,
2012; Dobrev and Kaminek, 2002). Homogenizace byla provedena
v modifikovaném roztoku Bieleski (methanol/voda/kyselina mravenci, 15:4:1) za
pouziti kulickového mlynku Retsch MM301 s kulickou zirkonia (5 mm) pti 20 Hz po
dobu 3 minut. Potom byly pridany nasledujici izotopové znacené standardy (10
pmol/vzorek): 13C¢-IAA (Cambridge Isotope Laboratories); 2H4-SA (Sigma-Aldrich);
2H3-PA, 2H3-DPA (NRC-PBI); 2He-ABA, 2Hs-JA, 2H2-GA4, 2Hs-transZ, 2Hs-transZR, ?Hs-
transZ7G, 2Hs-transZ9G, 2Hs-transZO0G, 2Hs-transZROG, 2Hs-transZRMP, 2H3-DZ, 2H3-
DZR, 2Hs3-DZ9G, 2He-iP, 2He-iPR, 2H¢-iP7G, 2He-iP9G, 2He-iPRMP (Olchemim).
Fytohormony byly oddéleny sloupcem SPE s reverzni fazovou kationtovou vyménou
(Oasis-MCX, Waters) do kyselé frakce eluci s methanolem (auxiny, ABA, SA, JA) a do
bazické frakce eluci s0,35M NH4OH v 60% methanolu (CK). Frakce byly
analyzovany za pouZiti HPLC (Ultimate 3000, Dionex) pripojeného k 3200 Q TRAP
hybridnimu iontovému hmotnostnimu spektrometru (Applied Biosystems).
Kvantifikace hormonii byla provedena metodou redéni izotopii s viceliroviiovymi
kalibra¢nimi krivkami (r2> 0,99). Zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwaru
Analyst 1.5 (Applied Biosystems).

Tato analyza byla provadéna ve spolupraci sUstavem experimentalni

botaniky AV CR v Praze a postup byl proveden podle Dobrev and Kaminek (2002).

Analyza obsahu malondialdehydu (MDA)

Ve trecich miskach bylo homogenizovano 0,2 g cerstvého materidlu s trochou
moriského pisku a 2 ml 0,1% kyseliny trichloroctové (TCA). Vzorek byl nasledné
centrifugovan (14 000 rpm po dobu 15 minut) pfi laboratorni teploté. Do
sklenénych zkumavek bylo napipetovano 1,5 ml 20% TCA obsahujici 0,5% TBA
a priddno 0,5 ml supernatantu. Vysledna smés byla zahfivdna v termostabilnim
plastovém stojanu 30 min pfi teploté 90 °C. Vzorky byly nasledné zchlazeny
ponorenim do vody s ledovou drti a méreny na spektrofotometru pii 532 nm a 600
nm (korekce nespecifického zakalu). Vysledky byly vyjadreny jako pumol MDA na
gram FW vyuzitim molarniho extink¢niho koeficientu MDA-TBA 155 mM-1cm-1.
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Stanoveni obsahu fenolickych ldtek a flavonoidii

Ve trecich miskach bylo homogenizovano 0,15 g cerstvych kofent nebo 0,2 g
cerstvych listli s 1,5 ml 80% methanolu a centrifugovano po dobu 15 min pti 14 000
rpm. Pro stanoveni obsahu fenolickych latek byla k supernatantu nasledné pridana
destilovana H20, 2% Na2C0s3 a Folin - Ciocalteuovo ¢inidlo. Smés byla inkubovana
jednu hodinu pfri teploté 45 °C a absorbance byla nasledné zmétena pti 750 nm. Pro
analyzu obsahu flavonoidl byl k supernatantu pridan 2% roztok AlCls ve 100%
methanolu asmés byla inkubovana pri laboratorni teploté jednu hodinu.
Absorbance byla mérena pri 420 nm. Koncentrace fenolickych latek a flavonoidt
byla vypocitana na zakladé kalibrac¢ni krivky pripravené pomoci kyseliny galové

a kvercetinu.

Analyza obsahu peroxidu vodiku

Postup ¢. 1:

Obsah H202 byl analyzovan sadou Amplex Red Hydrogen Peroxid Test Kit
(Molecular Probes). Cerstvé kotfeny a vyhonky (0,1 g) byly rozmélnény v 0,5 ml
reakcéniho pufru (dodavaného v soupraveé). Extrakt byl centrifugovan po dobu 5 min
pii 14 000 rpm. 50 ul supernatantu bylo inkubovano s 50 ul pracovniho roztoku
obsahujictho 100mM cinidlo Amplex Red a 0,2 ml peroxidazy po dobu 30 min za tmy
pti pokojové teploté. Koncentrace H202 byla mérena spektrofluorometricky pomoci
96jamkové ctecky cipt Synergy 2 (Bioteck) za pouZiti excitace pii 530 nm a detekce
fluorescence pti 590 nm. Standardni kiivka v rozmezi 0,05-1 uM byla provedena za
pouziti rliznych koncentraci H202, které byly dodany v soupraveé.

Postup ¢. 2:

Superoxidovy anion a H202 byly také vizualizovany v listech podle Jambunathana
(2010) NBT nebo DAB barvenim.

Postup ¢. 3:

Ve vychlazenych trecich miskach bylo homogenizovano 0,1 g ¢erstvé hmotnosti
rostliny se 2 ml draslikového fosfatového pufru (50 mM, pH 7.0) (PB) a malym
mnoZstvim treciho pisku. Vznikly extrakt byl centrifugovan po dobu 15 minut pti 14
000 rpm. Nasledné bylo odebrano 500 pl supernatantu a pridano 250 pl TiCls (0,5%
TiCls v 20% H2S04) a opét centrifugovano za stejnych podminek. Absorbance byla
meérena pri 410 nm v UV kyveté podle metodiky Jana and Choudhuri (1982) na UV-
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VIS spektrofotometru Cintra 101 (GBC). Obsah H202 byl vypocitan z kalibracni
krivky a vyjadren jako umol H202 na g FW.

Stanoveni obsahu rozpustnych proteinti

V trecich miskach bylo homogenizovano 0,1 g ¢erstvého rostlinného materialu se 2
ml draslikového fosfatového pufru (50 mM, pH 7.0) (PB) a nasledné centrifugovano
15 min pti 4 °Ca 14 000 rpm. K 970 ul Bradfordova (BIO-RAD) ¢inidla bylo pridano
30 pl supernatantu a nechano 5 min stat pri laboratorni teploté. Absorbance byla
mérena pri 597 nm. Obsah rozpustnych proteinii byl vyjadren jako mg.g-1 FW. Jako
standard pro tvorbu kalibracni kiivky byl pouzit komercné dostupny hovézi sérovy

albumin (BSA) (BIO-RAD) (Bradford, 1976).

Extrakce proteinti

Cerstvé listy nebo kofeny (0,5 g) byly homogenizovany pii 4 °C v1 ml
homogenizac¢niho pufru (17,9 g.I'1 Tricin, 0,74 g.I'1 MgS04, 0,155 g.I'1 DTT, 1,14 g.I'
EDTA, upraveno na pH 8,0 pomoci 1M Tris). Poté byly vzorky centrifugovany pfri
3000 rpm po dobu 3 min. Koncentrace protein byla analyzovana dle Bradford

(1976) za pouziti Bio-Rad Protein Assay Kit s BSA jako standardu.

Analyza aktivity superoxid dismutdzy a katalazy
Proteinové extrakty byly oddéleny nativni PAGE pfi teploté 4 °C a 180 V v Laemmli
pufrovacim systému (Laemmli, 1970) bez dodecylsulfatu sodného (SDS). Pasy SOD
byly vizualizovany na 12% polyakrylamidovych gelech za pouziti postupu barveni
aktivity popsaného Beauchamp and Fridovich (1971). Do kazdé jamky bylo
naneseno stejné mnoZstvi proteinu (15 pg). Pro identifikaci isoform SOD byla
provedena selektivni inhibice. Cu/Zn superoxid dismutaza (Cu/ZnSOD) aFe
superoxid dismutaza (FeSOD) byly inhibovany pridanim H202 do barviciho pufru
v koncentraci 5 mM, zatimco Cu/ZnSOD byla inhibovdana 3 mM KCN. Pro
katalazovou inhibici bylo pouzito 10 mM 3-amino-l, 2,4-triazolu.

Pasy aktivity CAT byly vizualizovany na 10% polyakrylamidovych gelech za
pouziti postupu, ktery popsal Woodbury akol. (1971). Do kazdé jamky bylo
naneseno stejné mnozstvi proteinu (7,5 pg). Gely byly skenovany pomoci skeneru

Epson Perfection V700 Photo.
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Denzitometrické analyzy
Gely byly analyzovany pomoci programu Image]. Aktivity vSech isoforem byly
urceny v libovolnych jednotkach odpovidajicich oblasti pod denzitometrickou

krivkou.

Statistické analyzy

Pro statistické analyzy byl pouZit program Statistica (Statsoft, CR, verze 10)
a jednorozmérna analyza rozptylu (ANOVA), Tukeytv test na drovni P <0,05 a Scott-
Knott test. Klastrova analyza Ramanovych spekter byla provedena pomoci Wardova
algoritmu. Pro odhaleni vzajemnych vztahii mérenych parametrl byla pouZita také

korelac¢ni analyza. Grafy byly zpracovany v programu Excel (Microsoft, USA).
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3. Vysledky a diskuse

3.1 Testovani riznych kultivari kukurice na odolnost k Cd

Cilem tohoto experimentu bylo najit kultivar, ktery se bude nejvice hodit pro nase
experimenty. Testovany byly kultivary LG30.238, LG30.224, PR39H32. Méreny byly
délky nadzemnich a podzemnich ¢asti, intenzita fotosyntézy, rychlost transpirace,

vodivost priiduchi a relativni obsah chlorofylu.

Vliv kadmia na délku nadzemnich a podzemnich cadsti rostlin

Délka listli i korenti se po oSetieni Cd zmenSila u vétSiny kultivarta (Obr. 5 A, B).
Pouze koreny kultivaru PR39H32 zistaly stejné. Listy vSech kultivari mérily
primeérné kolem 35 cm a jejich délka se po aplikaci Cd zmensila primérné na 25 cm,
coZ je zmenSeni zhruba o 30 %. Koreny kultivaru LG30.238 byly nejdelsi (kolem 40
cm) a doslo u nich také k nejvétsSimu zmenseni po aplikaci Cd, a to o vice nez 50 %.
Koreny sledovanych kultivari se také liSily morfologickou stavbou. OdliSnosti byly

patrné hlavné v poctu a tvaru adventivnich koten.
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50 oc mcd 60 Ooc  mcd
40 B

40
30

A A A
B B B
20
C (
20 5 D
0 0

LG30.238 LG30.224 PR39H32 LG30.238 LG30.224 PR39H32

cm
cm

Obrazek 5: Zmeény v délce listii (A) a korentl (B) u rostlin kukurice po vystaveni Cd po
11. dni hydroponického péstovdni. Data jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym

pismenem se vyznamné nelisi.

Vliv kadmia na fotosyntetickou aktivitu

Fotosyntetickd intenzita, vodivost priducht itranspirace se po aplikaci Cd
prokazatelné snizily pouze u kultivaru LG30.224. U ostatnich dvou kultivart
nedoslo ke zméné. U kultivaru PR39H32 byla intenzita fotosyntézy celkové nizsi nez

u ostatnich dvou kultivari (Obr. 6 A, B, C).
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Vliv kadmia na relativni obsah chlorofylu
Relativni obsah chlorofylu se po aplikaci Cd zvySil u kultivaru LG30.238 a PR39H32,
ato az 0 43 %. U kultivaru LG30.224 k signifikantnimu zvySeni nedoslo (Obr. 6 D).
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Obrazek 6: Zmény v intenzité fotosyntéty (A), vodivosti priiduchii (B), transpiraci (C)
a relativnim obsahu chlorofylu (D) u rostlin kukurice po vystaveni Cd po 11. dni
hydroponického péstovdni. Data jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se

vyznamné nelisi.

Diskuse
Po aplikaci Cd se délka listi zmenSila u vSech kultivart zhruba o 30 %, koteny se
nejvice zmenSily ukultivaru LG30.238, uPR39H32 ziistala délka stejnd jako
u kontroly. Pouze u kultivaru LG30.224 doSlo ke sniZeni intenzity fotosyntézy,
vodivosti priducht a transpirace, coz byly hlavni parametry, na zakladé kterych
jsme zvolili pravé kultivar LG30.224. U tohoto kultivaru také jako ujediného
nedoslo ke zméné relativniho obsahu chlorofylu. U ostatnich dvou doslo po aplikaci
Cd ke zvySeni jeho obsahu.

Rozdilné reakce kultivart kukutice byly popsany jiz diive naptiklad ve studii
Guo et al. (2011), ktefi namérili rozdilny obsah Cd aZn v riaznych kultivarech
kukurice. Anjum et al. (2016a) zase uvadéji, Ze dva kultivary kukurice rozdilné
reagovaly na stres z Cd a As. Rozdily byly patrné v chovani antioxidanti, osmolyti
a ROS. Du et al. (2017) ve své studii také popisuji rozdily v reakci kultivart kukurice
na stres z As. Kultivar Dongdan90 vykazoval vyssi hodnoty biomasy, délky vyhonki
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a korenti, aktivitu SOD, POD a CAT, ale mél nizsi obsah MDA. O rozdilnych reakcich
se mlzeme docist i v praci Artiushenko et al. (2014), kde se uvadi, Ze kultivary
kukurice se liSily vreakci na stres zCd aNi vobsahu glutationu a kyseliny
askorbové. Rozdily vintenzité fotosyntézy, vodivosti priduchl a rychlosti
transpirace u dvou kultivart kukurice ve stresu z Cd a As popisuji Anjum et al.
(2017). Kultivary se také lisily ve vysce, poctu listli, ploSe listli, Cerstvé a suché
hmotnosti.

Kultivary vybrané pro nas experiment také reagovaly na stres z Cd rizné. Pro
dals$i pokusy byl vybran kultivar LG30.224, ukterého doSlo ksniZeni délky
nadzemni i podzemni Casti, k poklesu intenzity fotosyntézy, vodivosti priduchii
a transpirace, ale nedoslo ke zméné relativniho obsahu chlorofylu. Na zakladé téchto
vysledkili jsme usoudili, Ze kultivar LG30.224 nejvice reaguje na zatiZeni stresem
z Cd, a to hlavné z dlivodu zaznamenaného poklesu intenzity fotosyntézy, vodivosti

priducht a transpirace.
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3.2 Vliv Kkyseliny salicylové na rist a obranné mechanismy

kukurice seté pri zatiZeni kadmiem

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit ulohu kyseliny salicylové v obrannych
mechanismech kukufrice seté pri zatiZzeni kadmiem. Studovan byl jeji vliv na délku
nadzemnich apodzemnich ¢asti, obsah chlorofylu akarotenoidd, fluorescenci
chlorofylu, fotosyntetické parametry, obsah H202 a MDA a v neposledni radé také

vliv na obsah vybranych prvki Ca, Mg, K, Zn, Cu a Cd.

Vliv kadmia a kyseliny salicylové na délku nadzemnich a podzemnich cdsti
rostlin

Vyska nadzemni ¢asti i korenti se po aplikaci Cd zmensila u vSech variant nezavisle
na oSetieni SA (Obr. 7 A, B). Délka nadzemni ¢asti kontrolnich rostlin se pohybovala
okolo 29 cm a po aplikaci Cd se zménsSila priimérné na 22 cm, coZ znamena sniZeni
zhruba o 25 %. Pouze samostatné predoSetreni 500pM SA mélo za nasledek zvySeni
nadzemnich casti rostlin oproti kontrole, ato o0 19 %. Délka kofent kontrolnich
rostlin dosahovala v priméru 30 cm, po aplikaci Cd pak doslo ke zmensenina 16 cm,

celkem tedy o 45 %. Aplikace SA neméla na délku korenti zadny vliv.
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Obrdzek 7: Zmeny v délce listii (A) a korenti (B) urostlin kukurice po vystaveni
riiznym osetrenim po 11. dni hydroponického péstovdni. Data jsou priméry * SD.

Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.
Vliv kadmia a kyseliny salicylové na obsah chlorofylu a karotenoidii

Obsah chlorofylu ani karotenoidii se po aplikaci Cd ani SA prokazatelné nelisil od

kontroly (Obr. 8). Obsah chlorofylu a se pohyboval okolo 1500 pg.g'! FW, obsah
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chlorofylu b byl primérné okolo 500 pg.g'l FW, dohromady pak kolem 2000 pg.g!

FW. Obsah karotenoidii se pohyboval okolo 300 pg.g1 FW.
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Obrazek 8: Zmény v obsahu chlorofylu a, chlorofylu b, chlorofylu a a b a karotenoidil

u rostlin kukurice po vystaveni riiznym oSetfennim po 11. dni hydroponického

péstovdni. Data jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.

Vliv kadmia a kyseliny salicylové na fluorescenéni parametry

Parametry Fo (minimalni fluorescence) a Fu (maximalni fluorescence) se po aplikaci

Cd prokazatelné zvySily a oSetieni SA ve vyssi koncentraci vedlo pouze ke sniZeni

parametru Fm (Obr. 9 A, B). Maximalni fotochemicka ucinnost PSII (Fv/Fwm) se

nezménila po aplikaci Cd ani SA. Pouze u parametru Fv/Fo, coZ je citlivéjsi ukazatel

stresu neZ Fv/Fwm, doSlo ke sniZeni u rostlin oSetrenych SA a zaroven stresovanych

cd (Ob

r.9C,D).
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Obrdzek 9: Zmény parametrti fluorescence chlorofylu (Fo, Fu, Fv/Fo a Fv/Fum) u rostlin

kukurice po vystaveni riiznym osetrenim po 11. dni hydroponického péstovdni. Data

jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.

Vliv kadmia a kyseliny salicylové na fotosyntetické parametry

Intenzita fotosyntézy se snizila po predosetieni 50uM SA, a to jak ve varianté s Cd,

tak i po samostatném pouziti SA (Obr. 10 A).
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Obrdzek 10: Zmeény v intenzité fotosyntéty (A), vodivosti priduchii (B) a transpirace

(C) urostlin kukurice po vystaveni riiznym osetienim po 11. dni hydroponického

péstovani. Data jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.



Naopak oSetreni 500uM SA vedlo ke zvySeni intenzity fotosyntézy ve varianté s Cd
i bez ného. Vodivost priduchiti a transpirace poklesly po aplikaci Cd a jesté vice po
aplikaci Cd soucasné s predoSetienim 50uM SA, po aplikaci vyssi koncentrace SA ale

zUslaly stejné ve srovnani s kontrolou (Obr 10 B, C).

Vliv kadmia a kyseliny salicylové na obsah peroxidu vodiku

Obsah H20:2v listech se prokazatelné zvysil pouze u variant, kde byla SA aplikovana
soucasnés Cd,atoazo 55 % (Obr. 11 A). Samostané aplikované Cd nemélo na obsah
H202 v listech Zadny vliv. U kofenti vSak doslo ke sniZeni H202 po aplikaci Cd o0 82 %
(Obr. 11 B). U variant, kde byla soucasné s Cd aplikovana SA, doslo ke zvySeni
obsahu H20:2 oproti varianté pouze s Cd, ato aZ o 85 %. Ke zvyseni doslo ale i po

samostatné aplikaci 500uM SA oproti kontrole.
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Obrazek 11: Zmény obsahu H202 v listech (A) a v korenech (B) u rostlin kukurice po
vystaveni riiznym oSetienim po 11. dni hydroponického péstovdni. Data jsou priiméry

+ SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.

Vliv kadmia a kyseliny salicylové na obsah MDA
Obsah MDA se prokazatelné zvysil vlistech ivkotrenech po aplikaci Cd, ato
priblizné o 50 % oproti kontrole (Obr. 12). Aplikace SA neméla na obsah MDA Zadny

prokazatelny vliv.
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Obrazek 12: Zmény obsahu MDA v listech (A) a v korenech (B) u rostlin kukurice po
vystaveni riiznym oSetienim po 11. dni hydroponického péstovdni. Data jsou priiméry

+ SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.

Vliv kadmia a kyseliny salicylové na obsah Ca, Mg, K, Zn, Cu a Cd
Po aplikaci Cd doSlo u rostlin kukurice k prokazatelnému sniZeni absahu Ca, Mg,
KiZn v listech i kotfenech (Obr. 13 A, B, C, D).

Obsah Ca v listech se vSak sniZil i po samostatném oSetieni SA, ta ale neméla
Zadny vliv na varianty s Cd (Obr. 13 A). V korenech doslo po soucasné aplikaci Cd
a SA kjesté vétSimu sniZeni obsahu Ca oproti samostatné aplikaci Cd. Samotné
pouziti nizs$i koncetrace SA mélo za nasledek sniZeni obsahu Ca, naopak vyssi
koncentrace SA zptisobila jeho zvyseni.

Aplikace SA soucasné s Cd neméla zadny vliv na obsah Mg v listech (Obr. 13
B). Samostatné vsak, podobné jako u Ca, doSlo ke sniZeni obsahu Mg oproti kontrole
po oSetfeni rostlin niZs$i koncentraci SA a zvyseni po pouZiti vys$si koncetrace SA, a to
jak v listech, tak v kotfenech. V kofenech méla navic SA prokazetelny vliv na obsah
Mg u variant s Cd. Podobné jako u Ca doslo jesté k vétSimu sniZeni jeho obsahu.

Obsah K se v listech po aplikaci SA soucasné s Cd sniZil oproti variant€, kde
bylo aplikovano Cd samostatné (Obr. 13 C). Samostatné pouZiti vyssi koncentrace
SA mélo za nasledek sniZeni obsahu K oproti kontrole. V kofenech doslo ke sniZeni
obsahu K u variant s Cd pouze po pouZiti niz8i koncentrace SA a samotna aplikace
SA méla za nasledek zvyseni jeho obsahu v obou pouZitych koncentracich.

Osetieni SA soucasné s Cd mélo v listech za nasledek sniZeni obsahu Zn
oproti varianté pouze s Cd (Obr. 13 D). Samotna aplikace SA zplsobila zvySeni
obsahu K v listech. V korenech také doslo ke sniZeni obsahu Zn po aplikaci SA
soucasné s Cd oproti varianté, kde bylo aplikovano pouze Cd. Niz$i koncentrace
samostatné aplikované SA pak méla za nasledek zvySeni jeho obsahu avysSsi

koncentrace zase jeho sniZeni.
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Obsah Cu vlistech se uvariant rostoucich vCd nezménil, pfi soucCasné
aplikaci Cd a SA vSak doSlo k jeho sniZeni (Obr. 13 E). V kofenech doSlo k vyraznému
poklesu obsahu Cu u variant s Cd a oSetfeni SA soucasné s Cd vedlo ke zvySeni jeho
obsahu oproti varianté pouze sCd (Obr. 13 F). Obsah Cu v kofenech byl
nékolikanasobné vyssi neZ v listech.

Obsah Cd se u rostlin rostoucich v médiu obohaceném Cd vyrazné zvysil, a to
jak v listech, tak v kofenech (Obr. 13 G, H). V kotenech byl jeho obsah tisicinasobné

v

vyssi nez v listech. Aplikace SA vSak vedla ke sniZeni obsahu Cd, pficemz véts

—n

Vv

sniZeni jeho obsahu nasledovalo po oSetieni niZs$i koncentraci SA, tedy 50uM.
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Obrazek 13: Zmeény obsahu Ca, Mg, K, Zn, Cu a Cd v listech a v korenech u rostlin
kukuftice po vystaveni riiznym osetienim po 11. dni hydroponického péstovdni. Data

jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.
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Diskuse

Z mnoha studii je dobi'e zndmo, Ze stres z Cd zplsobuje snizeni délky nadzemnich
i podzemnich ¢asti rostlin (Anjum et al., 2016a, 2016b; Elloumi et al., 2014; Guo et
al, 2018; Wang et al, 2013). VnaSem pokusu také doSlo ke sniZeni délky
nadzemnich ipodzemnich ¢asti, coz zrejmé souvisi sblokovanim transportu
potiebnych mineralnich latek (Moravcova et al.,, 2018). Wang et al. (2013) popisuiji,
ze prirtstky vysky vyhonkl abiomasy vjejich vyzkumu byly stimulovany pri
pomérné nizkych hladinach Cd (<100 uM), zatimco byly inhibovany pii hladinach
Cd nad 200 puM. SA nemeéla vnasSem vyzkumu zadny pozitivni efekt na délku
podzemnich ani nadzemnich ¢asti rostlin stresovanych Cd. Canakci and Dursun
(2013) vsak pozitivni vliv SA na rlstové parametry stresovanych rostlin popisuji,
stejné tak Szalai et al. (2013).

SnizZen{ obsahu chlorofylu a karotenoidt je také jednim z ptiznaki pisobeni
Cd (Elloumi et al., 2014; Guo et al., 2018; Krantev et al., 2008; Wang et al., 2013).
Wang et al. (2013) uvadéji, Ze pri nejvyssi davce Cd (800 uM) obsah chlorofylu a,
chlorofylu b akarotenoidl vlistu cinil pouze 38,9, 46,0 a29,7 % toho, co se
nachazelo v kontrolnich rostlinach. Kromeé toho byl chlorofyl b citlivéjsi na stres z Cd
nez chlorofyl a. V naSel pokusu vs$ak k signifikantnimu sniZeni nedoslo, a ani Zadny
efekt SA jsme nezaznamenali. Podle vyzkumu Krantev et al. (2008) by vSak SA méla
zvySovat obsah chlorofylu urostlin kukufice stresovanych Cd. ZvysSeni obsahu
chlorofylu u stresovanych rajcat po aplikaci SA popisuje i Guo et al. (2018). Vysledky
se mohou liSit z dlivodu pouZziti niz$i koncentrace Cd, nez jsme pouzili my. Nicméné
podle Liu et al. (2016) neni vztah mezi SA a obsahem chlorofylu jesté zcela jasny.
Vliv SA mize souviset s rozsifenim schopnosti korenového systému absorbovat
Mg?2+ anebo s biosyntézou chlorofylu.

Podle Souza et al. (2004) ma stres za nasledek strukturalni a funkéni poruchu
fotosyntetického aparatu a poSkozeni prenosu elektront, a proto dochazi k tvorbé
reaktivnich radikalt akumulaci redukovanych akceptori elektronti. Plisobenim Cd
dochazi ve fotosystému ktvorbé vysokého mnoZstvi energie atim se zvySuje
intenzita fluorescence (Sofo et al, 2009). NaruSeni PSII je tedy indikovano
zvySenymi hodnotami Fo a Fm, zatimco hodnoty Fv/Fwum klesaji (Qiu et al.,, 2013). To
se CasteCné shoduje s nasimi vysledky, kde také doslo ke zvySeni parametra Fo a Fy,

parametr Fv/Fu se ale nezménil. Snizeni Fv/Fm plisobenim Cd popisuji i Gogolakova
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et al. (2008), Ozfidan-Konakci et al. (2018) a Shafi et al. (2011). Naopak Santos et al.
(2018) uvadéji snizeni parametri Fo, Fum i Fv/Fum po aplikaci Cd. Podle pfedchozich
vyzkumi by SA méla mit pozitivni vliv na fotosyntetické parametry (Yongping et al,,
2014; Yotsova et al,, 2018), to se ale v nasem experimentu méienim parametri Fo
a Fm a Fv/Fumneprokazalo. Podle Yotsova et al. (2018) méla sice SA pozitivni vliv na
fotosyntetické parametry, ale vliv na Fv/Fm také nezaznamenali. Pozitivni vliv SA na
fotosyntetické parametry u rostlin zatiZenych Cd stresem byl pozorovan pouze pri
méreni intenzity fotosyntézy, kde aplikace 500uM SA zvysila intenzitu fotosyntézy
sniZenou stresem z Cd. Naopak bylo pozorovano sniZeni intenzity fotosyntézy,
transpirace i vodivosti priiduchi po aplikaci 50uM SA samostatné i soucasné s Cd.
Podobné vysledky uvadéji i Yongping et al. (2014), ktefi zaznamenali sniZeni
intenzity fotosyntézy, vodivosti priiduchii i transpirace po aplikaci Cd a zvySeni po
oSetieni SA. Samotné Cd mélo za nasledek snizeni vodivosti priduchii i transpirace.
To se shoduje s predchozimi vyzkumy (Anjum et al., 2016b; Elloumi et al., 2014; Shi
and Cai, 2008), kde ale na rozdil od naseho pokusu doslo také k signifikantnimu
sniZen{ intenzity fotosyntézy.

Jednim z hlavnich disledki plisobeni tézkych kovti je zvySena produkce ROS,
ktera obvykle poskozuje bunécné komponenty, jako jsou membrany, nukleové
kyseliny a chloroplastové pigmenty (Drazkiewicz et al., 2004; Tewari et al., 2002).
Mezi ROS patii superoxidovy radikal (¢O2), H202 a hydroxylovy radikal (¢OH) (Salin,
1988). Zvyseni obsahu H202 po aplikaci Cd uvadi naptiklad iNi et al. (2018).
V naSem experimentu se vSak obsah H202 v listech po aplikaci Cd nelisil od kontroly
a v korenech doslo ke sniZeni jeho obsahu. Z literatury je zndmo Ze SA sniZuje obsah
H202 naakumulovaného v rostlinach v diisledku Cd stresu (Guo et al., 2007; Yotsova
et al,, 2018; Zhang et al.,, 2011). To se ale také v naSem experimentu nepotvrdilo.
Naopak oSetreni SA spole¢né s Cd mélo za nasledek zvySeni obsahu H20:2 v listech
a samotna aplikace vyssi koncentrace SA méla za nasledek jeho zvySeni v kotrenech.
Yang et al. (2013) uvadéji, Ze stanoveni hladiny endogenniho H202 ukazalo, Ze
sazenice oSetfené SA mohou indukovat akumulaci H202. Jejich vysledky odhalily
vyznamnou ulohu SA pii podpore adventivniho zakorenovani prostifednictvim
procesu H202 akumulace. Ze soucasnych studii vyplyva, ze H202 miiZe byt Zivotné
dtlezita signalni molekula, ktera ridi rlist a vyvoj rostlin (Niu and Liao, 2016). Xia et

al. (2015) naznacuiji, Ze ROS a SA funguji spole¢né v samozesilovaci zpétné smycce,
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ve které ROS indukuje akumulaci SA a nasledné SA zvysuje akumulaci ROS. JiZ drive
bylo totiZ zjiSténo, Ze SA narusSuje bunécnou redoxni homeostazu inhibici CAT
v peroxizomech (Chen et al, 1993) anasledné zvySeni akumulace ROS aktivuje
thiolové signalizac¢ni cesty zahrnujici glutathion a thioredoxin (Tada et al., 2008).

MDA je hlavnim produktem membranové peroxidace lipidii a jeho nadmérna
akumulace brani normdalnimu rlstu avyvoji rostlin. Obsah MDA piimo odrazi
stupeinl poskozeni bunéénych membranovych struktur (Parida and Jha, 2010). Pri
stresu z Cd miize nadmérna akumulace MDA vést ke zvySeni ROS, jako jsou Oz
a H202 (Xu et al., 2014). Tato zjiSténi se shoduji s naSimi vysledky, kde jsme také
nameérili zvySeny obsah MDA urostlin vystavenych Cd stresu, ato aZ o050 %.
Metwally et al. (2003) zjistili, Ze SA miiZe sniZovat obsah MDA nahromadéného
v diisledku stresu z Cd (25 uM). Ke stejnému vysledku dosli i Guo et al. (2018), ktefi
namérili snizeni MDA aZ o0 40 %. SniZeni obsahu MDA po predoSetieni SA uvadi
i Krantev et al. (2008). Ti namaceli semena podobné jako my v 500uM SA po dobu 6
hodin, ale nejvyssi pouzita koncentrace Cd byla 25 uM. V naSem pokusu jsme pouZili
koncentraci 50 uM Cd(NOs3)2 asniZeni MDA v disledku predosetieni SA jsme
nezaznamenali. Vysledky se mohou lisit pravé v disledku pouziti rozdilné
koncentrace Cd. SA v naSem pokusu nedokazala rostlinu v tak vysoké koncentraci
Cd ochranit pred peroxidaci lipidi. Niz$i koncentrace Cd pouzili i Metwally et al.
(2003), jejichz vysledky byly popsany vyse. Ve vyzkumu Canakci and Dursun (2013)
doslo ke snizeni MDA po oSetreni SA pouze u rostlin oSetfenych 50uM Cd, u rostlin
oSetirenych 100 uMCd k signifikantnimu sniZeni nedoslo.

Jiz drive bylo zjisténo, Ze Cd muzZe interferovat s prijmem, transportem
a vyuzitim zakladnich mineralnich prvki, coz vede k vyznamnému snizeni jejich
obsahu v rostlinach. Jedna se hlavné o vapnik (Ca), horc¢ik (Mg), Zelezo (Fe), fosfor
(P) a draslik (K) (Dong et al., 2006; Metwally et al. 2003). SniZeni absorpce Ca, Mg,
Fe a Cu po aplikaci 100uM Cd popisuje i Xu et al. (2014). Podle Carvalho Bertoli et
al. (2012) maze Cd zasahovat do vychytavani Zivin v rostlinnych pletivech tim, Ze
ovlivni propustnost plazmatické membrany. To se shoduje s naSimi vysledky, kde
jsme také nameérili sniZzeny obsah Ca, Mg, K, Zn a Cu u rostlin stresovanych Cd. Podle
Moravcova et al. (2018) dochazi pti stresu z tézkych kovii ke zménam v chemickém
sloZeni korenovych pletiv. Tyto zmény predstavuji ochranné mechanismy, které

blokuji tok tézkych kovili do dalSich organd, ¢imz chrani proti oxidativnimu stresu
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a poskozeni bunék. Nicméné chemicka reorganizace pletiv korene omezuje také
absorpci mineralt potiebnych pro normalni riist, coz mtize vést k inhibici rastu.

Ve vyzkumu Bai et al. (2015) zjistili, Ze pridani 100, 200, 300uM SA vyrazné
zvysilo prijem a translokaci mineralnich prvki. Xu et al. (2015) také uvadéji zlepseni
mineralni vyzivy po aplikaci SA na rostliny stresované Cd. Podle nich by SA mohla
zmirnovat toxické ucinky Cd prostrednictvim regulace K v kotrenech, coZ podporuje
vstrebavani Fe a zvySuje koncentraci Mg v listech a Ca v korenech. Pozitivni vliv SA
na obsah K, Ca, Mg a Fe zaznamenali i Guo et al. (2013). Podle Liu et al. (2016) mtze
SA indukovat aktivitu Hp-ATPazy, coZ by mohlo predstavovat schopnost SA
zvySovat absorpci K, Ca, Mg a Fe. V naSem vyzkumu jsme vSak tento pozitivni vliv SA
na prijem zivin u stresovanych rostlin nezaznamenali. Naopak ve vétSiné piipadi
mélo predoSetieni stresovanych rostlin SA za nasledek jesté vétsi snizeni obsahu Ca,
Mg, K a Zn neZ samotné stresovani Cd. Pozitivni vliv méla SA pouze na obsah Cu
v kotenech, kde prispéla ke zvySeni jejtho obsahu u stresovanych rostlin. Snizeni
obsahu Fe a Mn po aplikaci SA na Cd stresované rostliny popisuji i Metwally et al.
(2003). Obsah P, K, Ca a Mg se vjejich vyzkumu po aplikaci SA nezménil, pouze
obsah Zn a S se zvysil. Rozdilné vysledky mohou byt zpilisobeny pouZitim rozdilnych
koncentraci Cd a SA nebo rozdilnou reakci rostlin ajejich kultivari.. Ulohu SA
v prijmu mineralnich Zivin je potfeba vice prozkoumat v dalSich experimentech.

Rostliny rostouci v roztoku obohaceném Cd absorbuji vice tohoto tézkého
kovu. Napriklad Xu et al. (2014) uvadi, Ze stres z Cd (100 pM) dramaticky zvysil
akumulaci Cd vlistech ivkorenech. To bylo potvrzeno ivnaSem vyzkumu
s kukufici. JiZ v predchozich studiich bylo zjiSténo, Ze oSetfeni SA sniZuje absorpci
Cd. Bai et al. (2015) uvadéji, Ze pridani 200uM SA nejen snizilo piijem Cd u jilku, ale
také snizilo translokaci Cd z kofend do nadzemnich Casti a zménilo subcelularni
distribuci v rostlinach. Pfidani 200uM SA zvysilo koncentraci Cd v rozpustné frakci
a bunécné sténé v nadzemni casti i v korenech, pricemZ vétSina Cd se nachazela
v bunécné sténé avrozpustnych frakcich a mensi ¢ast v bunécnych organelach.
SniZeni obsahu Cd po aplikaci SA uvadi i Guo et al. (2013). To bylo potvrzeno
i vnasSem experimentu, kde predoSetieni SA mélo za nasledek vyznamné sniZeni
obsahu Cd ve stresovanych rostlinach. Drazic and Mihailovic (2005) ptredpokladaji,

ze SA mize tvorit komplexy s Cd, coz vede k jeho pasivaci, nebo mtize jeho obsah
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snizovat prostiednictvim interakce s fytochelatiny nebo prosttednictvim kanalt, ve

kterych byly ionty Cd pfrijaty.

3.3 Vliv kyseliny salicylové na Kkliceni, riist aobranné

mechanismy kukurice seté pri zatiZzeni médi

V tomto experimentu jsme sledovali vliv SA na kliceni semen a obranné mechanismy
proti stresu z Cu. Semena kukurice byla do SA namacena jen na 5 hodin jesté pired
aplikaci Cu, chtéli jsme proto zjistit, zda se SA do semen opravdu dostava a jak
ovliviiuje kliceni rostliny. Dale jsme sledovali vliv SA aCu na morfologické
parametry rostlin, fotosyntetickou aktivitu, obsah Cu, chemickou skladbu semen

a korenti, obsah ROS a proteinti a v neposledni Ffadé také aktivitu SOD a CAT.

Vliv kyseliny salicylové na kliceni semen

Na zakladé vysledkt z kalorimetrickych analyz jsme nenalezli zadné statisticky
vyznamné rozdily v mnozZstvi emisi tepelné energie mezi semeny predoSetfenymi
v obou koncentracich SA nebo inkubovanych v destilované vodé. DosaZené hodnoty
(v priméru 276 ] gDW-1) byly srovnatelné ve sledovanych skupinach po celou dobu
méfeni. Béhem prvniho dne méreni byl v pribéhu specifickych krivek tepelné
energie pozorovan rozdil mezi semeny oSetfenymi 500uM SA a témi, které byly
ponechany pouze v destilované vodé (Obr. 14). Nizsi koncentrace SA (50 puM)
nezpiisobila Zadné zmény v priibéhu specifické tepelné kiivky. U kontrolnich
semen, stejné jako u semen piredem oSetfenych 50uM SA, bylo pozorovano zvyseni

emisi tepelné energie asi o 4 hodiny pozdéji neZ u semen oSetrenych 500uM SA.
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Obrdzek 14: Specifické krivky tepelné energie z kalorimetrické analyzy semen
kukurice predosetrené SA nebo destilovanou vodou. Uvedené tidaje predstavuji stredni

hodnoty ze 4 nezadvislych replikdtii.

Prijem kyseliny salicylové semeny

Analyza obsahu D4SA ukéazala, Ze byla semeny pfijimana vobou zvolenych
koncetracich. Jeji pritomnost byla detekovana jak usemen, tak iu naklicenych
koteni ajeji obsah vanalyzovaném pletivu pozitivné koreloval s aplikovanou
koncentraci pro predoSetieni semen (Tab. 4). Bylo zjiSténo, Ze koncentrace D4SA
byla vyssi u vyklicenych korenti nez v semenech. Exogenné aplikovand D4SA méla
vliv na endogenni hladinu SA u semen a korenti. Aplikace D4SA ve vyssi koncentraci
(500 uM D4SA) potlacila syntézu endogenni SA v korenech, ale ne v semenech (Tab.
4). Naopak aplikace niZsi koncentrace D4SA (50 pM) vedla ke zvySeni endogenni

hladiny SA ve vyklicenych korenech, ale ne v semenech (Tab. 4).
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Tabulka 4: Zmény koncentrace SA a D4SA (ng.g' FW) u semen a kofenti po oSetieni
D4SA po dobu 5 hodin. Data jsou priméry + SD. Hodnoty v fadach se stejnym

pismenem se vyznamné nelisi.

Semena
C D4SA50 5h D4SA500 5h
SA 10,9+3,8b 7,7+0,9b 12,4+0,9b
D4SA 0 6,0+0,3b 44,5+1,1a
Koreny
C D4SA50 5h D4SA500 5h
SA 200,8+9,3d 446,0+8,4b 39,1+2,5e
D4SA 0 376,5+6,0c 674.9+2,4a

Morfologické parametry

Pridani Cu do hydroponické kultury kukuti¢nych rostlin zptlisobilo inhibici riistu
a vyvoje (Obr. 15). Kofeny a vyhonky jedenactidennich rostlin péstovanych ve 100
UM CuSO4 byly 10krat a 1,6krat mensi nez kontrolni rostliny (Obr. 15, Tab. 5). Na
zakladé makroskopického pozorovani bychom mohli konstatovat, Ze kofeny
kontrolnich rostlin mély jeden dlouhy hlavni kofen a mensi bo¢ni koteny (Obr. 15
(C), zatimco hlavni koten rostlin oSetfovanych Cu byl nacervenaly, mensi a tlustsSi nez
bo¢ni koteny (Obr. 15 D). Zadny jiny viditelny vliv pfedoseti‘eni semen v SA na riist

a vyvoj rostlin nebyl pozorovan.
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Obrazek. 15: Kontrolni rostliny (A) a jejich koreny (C), rostliny osetiené 100u Cu (B)

a jejich koreny (D) po 11 dnech hydroponické kultivace.

Tabulka 5: Zmény v délce korenti alisti (cm) avobsahu fotosyntetickych
pigmentt (ug-g! FW) v listech rostlin kukufice po vystaveni riznym oSetenim po
11. dni hydroponického péstovani. Data jsou priméry + SD. Hodnoty v fadcich se

stejnym pismenem se vyznamé nelisi.

Délka listii a korenti [cm]

c Cu SA50 SA50Cu SA500 SA500Cu
Listy 16,3+2,5a | 10,1+3,1b | 15,9+3,3a | 11,1+2,0b | 17,3+1,5a | 9,8+3,5b
Koreny 28,6+3,2a | 2,6+0,5b | 29,1+2,0a | 2,1+1,2b | 29,6+2,5a | 2,8+0,2b

Obsah fotosyntetickych pigmentii [ug-g1 FW]
c Cu SA50 SA50Cu SA500 SA500Cu

Chlorofyl a |8344%17,2 |684,8+74,5 |875,0£65,1 |682,3+24,38 |782,2+32,4 | 750,1+40

a b a b a b

Chlorofyl b |294,8%17,7 |2359+26,0 |292,4+24,7 |225,9+17,3 | 250,849,5 | 248,4+9,1

a b a b b b
Chlorofyl | 1129,5+29 |920,0+92,9 | 1167,4+86 |908,3+41,8 | 1033,0+41 |998,5+49,0
a+b a c a c b b
Karotenoidy | 172,5¢13,4 |128,9+14,8 |167,6£17,7 | 146,7£6,0 | 168,14,1 | 168,1%4,2
a b a b a a
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Fotosynteticka aktivita

Rostliny kukurice nevykazovaly Zadné zjevné priznaky chlordézy nebo nekrozy
zplsobené aplikaci Cu, nicméné doslo k vyraznému sniZeni obsahu fotosyntetickych
pigmentt, jako je chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy (Tab. 5). PredoSetreni SA
neovlivnilo obsah celkového chlorofylu, ale vy$si koncentrace SA zmirnila negativni
ucinek Cu na obsah karotenoidt (Tab. 5).

Dle vysledkd méreni fluorescencnich parametrii Ize konstatovat, Ze aplikace
Cu méla prokazatelny vliv pouze na kvantovy vytézek otevienych center PSII (YII)
a parametry nefotochemického zhaseni (NPQ) (Obr. 16 B, D). Maximalni ucinnost
fotosystému Il (Fv/Fm) se po aplikaci Cu nezménila (Obr. 16 A) ana zakladé
parametrovych analyz by bylo mozZno uvést, Ze SA aplikovana v niZsi koncentraci
vedla ke snizeni Fv/Fm u kukuti¢nych rostlin. Doslo ke zna¢nému poklesu tc¢innosti
necyklického transportu elektronti a poméru absorpcni energie vyuzivané v PSII
(YID) v dtisledku stresu z Cu. Zadny vliv SA na tento parametr nebyl pozorovan (Obr.
16 B). Fotochemické zhaSeni variabilni chlorofylové fluorescence (qP) poskytujici
indikaci podilu PSII otevienych reak¢nich center se zvysilo u rostlin rostoucich ze
semen predoSetrenych v nizsi koncetraci SA; Zadny vliv na parametr qP vSak nebyl
pozorovan u rostlin stresovanych Cu (Obr. 16 C). Navic byl v rostlinach rostoucich
v Cu zvySeny parametr nefotochemického zhaSeni (NPQ) znamy jako indikator
prebytecné tepelné energie v PSII, avSak vliv predosSetieni SA nebyl nalezen ani

u kontrolnich rostlin, ani u stresovanych (Obr. 16 D).
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Obrazek 16: Zmény parametrii fluorescence chlorofylu (Fv/Fm, Y (1I), gP a NPQ)
u rostlin kukurice po vystaveni riiznym osetienim po 11. dni hydroponického

péstovdni. Data jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.

Koncetrace médi

Bylo zjiSténo, Ze rostliny péstované v kontrolnich podminkach, vykazovaly vyssi
hladiny Cu neZ ty, které byly péstovany v Cu stresu (Obr. 17). Nejvyssi koncentrace
Cu byla pozorovana v korenech, nicméné vyhonky a listy také vykazovaly vestigialni
mnozstvi Cu. PredoSetreni semen vyssi koncentraci SA mélo za nasledek sniZeni
obsahu Cu v kofenech stresovanych rostlin a dosSlo také ke sniZeni obsahu Cu
v listech a kofenech nestresovanych rostlin v disledku piedosSetieni SA v obou

koncentracich (Obr. 17).

62



A Roots B Shoots

0,8 - 0,025 -

0,6 4 0,02 -
2 2 0,015 -
— O:4 T 'T‘OD
if’ 2 001 -
o =

0z I 0,005 -

0 4 0 4
Cu  SA50 SA50Cu SA500 SA500Cu Cu  SA50 SA50Cu SA500 SA500Cu
D

C Leaves Shoots Roots Roots

0,03 1
0,025 A
0,02 A1

2
£ 0,015 -
¥
5 001 A
0,005 -
0 A

Cu SA50 SA50Cu SAS500 SAS00Cu

Obrdzek. 17: Koncentrace Cu v korenech (A), vyhoncich (B) a listech (C) rostlin
kukurice po vystaveni riiznym osetrenim po 11. dni hydroponického péstovdni. Data
jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi. Fragmenty
a prirezy vyhonti zabarbené dithizonem (D) C: kontrolni rostlina, Cu: rostliny oSetrené

Cu v 11. dni hydroponického péstovdni.

Pritomnost bivalentnich kovii v korenech a ve stoncich

Pri barveni bivalentnich kovii véetné Cu?* v kukuri¢nych stoncich doslo k silnému
cervenému zbarveni stonkovych fezii pouze u rostlin péstovanych v Hoaglandové
médiu s esencidlni koncentraci Cu (Obr. 17 D). U stonkil rostlin kultivovanych
v médiu s vysokou koncentraci Cu se charakteristické ¢ervené barveni neobjevilo.
Barveni kotenovych prirezi nevedlo k zabarveni rostlin péstovanych ve stresu ani
rostlin Kkontrolnich. Pouze kofeny stresovanych rostlin byly na povrchu
nacervenalé. Zadné rozdily v intenzité barveni nebyly pozorovany v kofenech ani ve

stoncich u rostlin predoSetifenych SA.

Chemicka skladba klicicich semen, listii a korenti

Na zakladé méreni ziskanych z Ramanovy spektroskopie jsme zjistili, Ze jak
predbéZné oSetieni SA, tak aplikace Cu neovliviiuji chemické sloZeni kli¢icich semen
(Obr. 18 A) ani listd (Obr. 18 C, D) kukurice. Analyza ziskanych spekter odhalila

pritomnost typickych pasem, které odraZeji specifické chemické slouceniny (viz
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diskusni cast). Stejné chemické sloZeni studovanych skupin bylo potvrzeno
hierarchickou analyzou podobnosti, ktera byla provedena za ucelem porovnani
celkového chemického slozeni (Obr. 18 B, D). Naopak v kotrenech se ukazalo, Ze Cu
méla vyznamny vliv na chemické sloZeni tohoto pletiva (Obr. 18 E). Stres zpusobil
zmény v pasmech intenzity FT Ramanu s hodnotami vin 872 cm, 933 cm, 1081
cm1, 1122 cmL, 1263 cml, 1440 cm! a 1605 cm! Ramanova spektra, nicméné tyto
zmény nebyly ovlivnény piredosSetienim SA. Navic pas v rozmezi 1047 cm-1 zjistény
v kotenech kontrolnich rostlin i rostlin pochazejicich ze semen osetienych SA nebyl
nalezen v korenech rostlin rostoucich za stresu z médi.

Hierarchicka analyza podobnosti (Obr. 18 F) potvrdila vyznamné rozdily
v chemickém slozeni kofenti rostlin oSetienych Cu a rostlin kontrolnich bez ohledu

na pouzitou koncetraci SA.
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Obrdzek. 18: FT-Raman spektra klicicich semen (A), listii (C) a korenii (E) rostlin
vystavenych riznym zpiisobiim osetreni po 11. dni hydroponického péstovdni.
Dendrogramy (B, D, F) ukazuji podobnosti v chemickém sloZeni. Klastrovd analyza FT-

Ramanovych spekter byla provedena pomoci Wardova algoritmu.
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Koncetrace reaktivnich forem kysliku

Spektrofotometricka analyza obsahu H202 v listech studovanych rostlin ukazala, Ze
listy rostlin oSetfenych Cu vykazovaly 0 43-65 % méné H202 neZ rostliny kontrolni.
PredoSetreni SA nemélo Zadny vliv na hladinu ROS v listech. Naopak v korenech
rostlin oSetfenych Cu byla namérena o 32 % vys$si hladina H202 neZ v kontrolnich
rostlinach. PredoSetfeni semen SA v koncentraci 500 pM vedlo k vyznamnému
sniZeni obsahu H202 vkorenech nestresovanych rostlin, zatimco u rostlin
rostoucich ve stresu byl zaznamenan vyznamny pokles H202 po pouZiti obou

koncentraci SA (Obr. 19).
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Obrdzek 19: Obsah H:0: v listech a korenech rostlin kukurice po vystaveni riiznym
oSetieni po 11. dni hydroponického péstovdni. Data jsou priiméry *+ SD. Hodnoty se

stejnym pismenem se vyznamné nelisi.

Barveni superoxidového radikalu a H202 NBT a DAB, potvrdilo vysledky dosazené
ze spektrofotometrického méreni. V listech kontrolnich rostlin ve srovnani s Cu
stresovanymi byla zjiSténa vyssi koncentrace ROS (Obr. 20).

E c r - saso sasocu 4 SAS00 4 SA500CY B c cu sa50 sAsocu SAS0D SAS00CU

/ | | \
U TANIAAN
o | [ |

Obrdzek 20: DAB (A) a NBT (B) barveni H:20: a superoxidového radikdlu v listech

rostlin kukurice po vystaveni riiznym oSetienim v 11. dni hydroponického péstovdni.
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Obsah proteinti

Listy rostlin péstovanych v médiu doplnéném Cu obsahovaly o 25-35 % vice
proteinii nez kontrolni varianty, ale preodsSetieni SA nevedlo uobou skupin
k Zadnym zménam v jejich obsahu. Koreny rostlin oSetfenych Cu obsahovaly asi
050 % vice proteinli neZ kontrolni rostliny. PredoSetfeni SA mélo za nasledek
zvySeny obsah proteinu priblizné o 62-66% ve variantach SA50Cu a SA500Cu ve

srovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr. 22 A).

Aktivita superoxid dismutdzy a kataldazy
Listy a koreny kukuri¢nych rostlin vykazovaly aktivitu nékolika izoforem SOD (Obr.
22 B, C), které byly identifikovany po selektivnim zabarveni za pouZiti specifickych
inhibitord (Obr. 21). V kofenech, na rozdil od listti, jsme identifikovali dalsi pas SOD
odpovidajici manganové superoxid dismutaze (MnSODII) (Obr. 22 C). Ze vSech
identifikovanych  izoforem vykazovaly @ MnSODI, MnSODII a Cu/ZnSOD
nejvyznamnéjsi rozdily v jejich aktivité v dlisledku aplikace stresu nebo preosetieni
SA (Obr. 22 B, C, Tab. 6). Cu stres zvysil aktivitu MnSODI v listech a aktivitu MnSODII
a MnSODI v kotenech. Predosetieni kukuricnych semen riiznymi koncentracemi SA
nemeélo za nasledek zménu aktivity MnSODI v listech stresovanych rostlin (Obr. 22
B, Tab. 6), ale pokles aktivit této izoformy byl pozorovan v kotfenech stresovanych
rostlin péstovanych ze semen predosSetienych 500uM SA (Obr. 22 C, Tab. 6). Aktivita
MnSODII vyznamé poklesla vkorenech stresovanych rostlin, které byly
predosetieny SA.

Aktivita CAT byla silnéjsi v listech nez v kotenech rostlin (Obr. 22 D, E, Tab.
6). Stres Cu zpusobil zvyseni aktivity CAT v listech (Obr. 22 D, Tab. 6), ale v kofenech
doslo naopak k inhibici aktivity CAT. PredoSetieni SA ve vys$si koncentraci vedlo
k vyznamnému poklesu aktivity CAT v listech nestresovanych rostlin, ale byl také
zaznamenan zmirnujici ucinek SA v niZs$i koncentraci na aktivitu CAT v listech
stresovanych rostlin. V korenech stresovanych rostlin neméla SA Zadny zlepSujici
ucinek. Navic bylo zaznamendano sniZeni aktivity CAT v korenech nestresovanych

rostlin (Obr. 22 D, E, Tab. 6).
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aminotriazole
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FeSOD —»

CuZnSOD ———

Obrazek 21: Identifikace izoforem SOD selektivnim zbarvenim pomoci specifickych

inhibitoru. Kazdd jamka byla naplnéna 15 ug proteinu.
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Obrazek 22: Obsah proteinti v listech a korenech (A) rostlin kukurice po vystaveni
riznym osetrenim po 11. dni hydroponického péstovdni. Reprezentativni gely
ukazujici zbarveni aktivity SOD proteinovych extraktu z listil (B) a korenti (C) a CAT
aktivity z listii (D) a korenti (E). KaZdd jamka byla naplnéna 15 ug proteinu. Data jsou

priméry # SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.
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Tabulka 6: Densitometricka analyza aktivity SOD a CAT v listech a kotenech rostlin
kukutice po vystaveni riiznym oSetfenim po 11. dni hydroponického péstovani.
Cisla v tabulce ukazuji aktivitu celkového SOD nebo CAT (vyjadieno v arbitrarnich
jednotkach - plocha pod denzitometrickou kiivkou). Hodnoty se stejnym pismenem

se vyznamné nelisi (P <0,05, n = 6).

Aktivita SOD Listy

izoforem C Cu SA50 SA50Cu SA500 SA500Cu

MnSODI 51280b 60695a 48889b 64406a 45680b 65405a

FeSOD 16342a | 20200a 19913a 19894a 14946a 19022a

Cu/ZnSOD | 38699a | 43390a 45932a 40792a 45908a 35700a

CAT aktivita | 22306c | 43983b 22297c 48122a 168044 40553b

Aktivita SOD Koi'eny

izoforem C Cu SA50 SA50Cu SA500 SA500Cu

MnSODI 63125b | 82994a 56787b 80487a 52706b 67871b

MnSODII 35815b | 47256a 33092b 28494c 32289c 27617c

FeSOD 22110a | 23504a 19829 31786a 19621a 26867a

Cu/ZnSOD | 36539%a | 21775b 26672b 24124b 35439a 20835b

CAT aktivita | 10492a 0Od 2620c Od 5480b Od

Diskuse

Jak jiz bylo vySe popsano, v literatuie lze nalést rozdilné informace o vlivu SA na
kliceni semen a jejich vyvoj a predpoklada se, Ze mutze kliceni bud’ inhibovat nebo
podporovat (Rajjou et al., 2006). V predchozich pokusech provedenych na kukurici
bylo zjisténo, Ze SA aplikovana v koncentraci 0,5 az 1 mM stimuluje rist a kliceni
nezralych embryi izolovanych ze semen a in vitro kultivovanych v pritomnosti SA
(Krantev et al., 2008). Podobné i v nasich studiich doSlo k pozitivni stimulaci kli¢en{
semen, ato pouze ve vyssi koncentraci SA (500 pM). MnoZstvi tepelné energie
produkované kukuri¢nymi semeny z kontrolni skupiny a oSetené SA bylo podobné,
avSak Cas indukce tepelné energie se mezi jednotlivymi vzorky liSil. Tepelna energie
z metabolické aktivity semen pfedem namocenych v 500 pMSA zacala riist o nékolik
hodin drive nez u kontrolnich semen. ProtoZe se predpoklad3, Ze indukce produkce
tepla zplsobena oSetfenim SA je spojena s nariistem nefosforylacni drahy
transportu elektronti (Popova et al., 2012; Raskin et al., 1987; Rhoads and McIntosh,
1991; Straeten et al,, 1995; Wen and Liang, 1994), 1ze usoudit, Ze zrychleni produkce

tepelné energie v semenech kukurice predoSetienych SA je zplisobeno zlepSenim
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drahy alternativni oxidazy (AOX) béhem kliceni. Na zakladé mnoha vyzkumi se
predpoklada, Ze funkce alternativni oxidazy je zvlasté dilezitd béhem stresu
(Vanlerberghe, 2013). Proto bychom mohli usuzovat, Ze semena predoSetrena SA
mohla byt vybavena hladinou ROS pripravenou pro vyvolani signaliza¢ni odpovédi
na faktory zptlisobujici oxida¢ni stres.

Analyzy hmotnostni spektrometrie provedené v nasich studiich potvrzuji
schopnost kukuri¢nych semen prijimat exogenni SA a naznacuji, Ze uc¢inek exogenné
aplikovaného SA je spojen se zménami obsahu endogenni SA. Vyznamné zvySeni
koncentrace endogenni SA bylo pozorovano po predosetieni semen v 50uM roztoku
D4SA, zatimco vyssi koncentrace exogenni SA vedla k vyznamnému sniZeni hladiny
endogenni SA v nové vytvorenych korenech. JiZ drive bylo zjiSténo, Ze v semenech
hrachu predoSetrenych SA se vétSina exogenni SA vazala v konjugovanych formach,
zatimco doSlo kindukci syntézy endogenni SA ve vyvijejicich se rostlinnych
organech (Szalai etal., 2011). Poruchy endogenni homeostazy SA, které byly zjiStény
v dlisledku predosetieni kukuti¢nych semen SA v riznych koncentracich, by mohly
mit vyznam pro vysvétleni ucinku SA na vyvolani obrannych mechanismi.
Podrobné studie exprese genli provadéné na pSeni¢nych rostlinach ukazaly, ze
piredoSetreni SA diferencidlné aktivovalo velké mnoZstvi genti kédujicich proteiny,
které se podilely na reakci na environmentalni stresovy faktor narusujici bunécénou
homeostazu (Gondor et al., 2016). Nedavno bylo prokazano, Ze nékteré geny
stimulované SA koduji antioxidacni enzymy jako CAT, SOD aaskorbatové
peroxidazy, které chrani pred nadprodukci ROS, jeZ zptisobuji oxidativni stres (El-
Esawi et al., 2017). Navic SA miiZe plisobit pifimo jako antioxidant a zneskodnovat
ROS (Popova et al., 2009).

Z mnoha studii je znamo, Ze Cu vykazuje silny inhibi¢ni i¢inek na riist a vyvoj
rostlin (Liu et al,, 2001; Yang et al., 2015; Zengin, 2014), nicméné inhibice urcitych
rostlinnych organi zavisi na koncentraci Cu (Benimeli et al., 2009). V nasich studiich
ovlivnil roztok Cu o koncetraci 100 uM rtst celych rostlin kukuftice, avsak nejsilnéjsi
inhibice riistu byla pozorovana u kotent. Prestoze bylo v nasich studiich zjiSténo, ze
aplikace SA ovliviiuje metabolické zmény v oSetfenych semenech a v korenech
Kkli¢icich semenacki, aplikace SA ve vysoké (500 uM) i nizké koncentraci (50 pM)
nezmirnila negativni uc¢inek 100uM CuSO4 na rist rostlin kukufice. Nesrovnalosti

mezi naSimi vysledky a predchozimi studiemi, které uvadéji pozitivni uc¢inky SA na
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rostliny pri stresu ztézkych kovii, mohou naznacovat, Ze vliv SA spociva spise
v modifikaci, nez ve zlepSeni reakce rostliny na stres.

PrestoZe v nékterych studiich bylo zjiSténo, Ze predoSetfeni SA vede ke
znacnému zvyseni obsahu chlorofylu a karotenoidu (Belkhadi et al., 2010; Saidi et
al., 2013) a miiZe také prispét ke zlepSeni fotosyntézy (Hayat et al., 2010; Zhang et
al., 2015), v naSich experimentech jsme dosli ke zjiSténi, Ze plisobeni stresu na
fotosyntetickou ucinnost rostlin nebylo predosSetifenim SA zmirnéno. Obsah
chlorofylu se také vyrazné snizil u rostlin oSetrenych Cu a SA na jeho obsah neméla
zadny vliv. Pouze hladina karotenoidli vykazovala zvyseni diky predoSetreni vyssi
koncentraci SA. Podobné vysledky ziskali Moharekar et al. (2003), ktei{ vysvétluji,
Ze zvySena syntéza karotenoidli a xantofylii byla zpiisobena zvySenim rychlosti
hluboké oxidace. Tato reakce, k niZ dochazi béhem xantofylového cyklu, umozZnuje
rostlinam zbavit se prebytku energie ve formé tepla, ¢imZ se zabrani poskozeni
fotosyntetického aparatu. Koncentrace Cu pouZitd vnaSich studiich vedla
k vyznamnym zménam fotosyntetické ucinnosti stresovanych rostlin mérené jako
pokles parametru YII, ktery koreloval se zvySenim NPQ parametru. To miizZe
naznacovat, Ze Cu stresované rostliny jsou schopny zvladnout negativni uc¢inky Cu
na fotosyntetickou aktivitu zvySenim procest rozptylu nadbytku energie, aby se
zabranilo generovani oxidativniho stresu.

Je dobfe znamo, Ze redukce absorpce médi do rostlin nebo jeji sekvestrace
v kotenovych buiikach je jednim z primarnich obrannych mechanismii proti tomuto
typu stresu v rostlindch (Benimeli et al.,, 2009; Liu et al., 2001). Kromé toho bylo
popsano, Ze stres ztézkych kovil zplisobuje sniZeni absorpce zdkladnich
mineralnich prvkd vrostlinach (Ke et al, 2007). Podobné vysledky byly
zaznamenany iv naSich experimentech. Bivalentni kovové barveni kukuri¢nych
stonkl, které byly péstovany v Hoaglandové médiu se zakladnim obsahem Cu,
ukazalo silné ¢ervené zabarveni, coZ znamena, Ze tyto vyhonky obsahuji vysokou
koncentraci bivalentniho kovu. Toto zbarveni se vSak neobjevilo urostlin
péstovanych ve vysoké koncentraci Cu. Barveni prirezii koienli nevedlo
k vizualizaci Cervené barvy vrostlinach péstovanych pod stresem Cu ani
v kontrolnich rostlinach. Pozorovali jsme také, Ze rostliny péstované v kontrolnich
podminkach vykazovaly vy$Si mnozstvi Cu, nez ty, které byly kultivovany ve stresu

z Cu. To by mohlo byt zplisobeno indukci primarnich obrannych mechanismi
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spocivajicich v blokovani absorpce Cu z média, coZ mohlo také zaroven omezit
absorpci mineralli potrebnych pro normalni riist. Mohlo také dojit ke zméné
oxidacniho ¢isla Cu, takZe barveni by pritomnost Cu neprokazalo. Nase vysledky se
vsak lisi od Mostofa and Fujita (2013), kteri zjistili, Ze obsah médi v korenech
a listech ryze se zvySoval se zvySujici se koncentraci Cu a obsah Cu nebyl zjistén
v kontrolnich rostlinach. Liu et al. (2014) také popsali, Ze obsah Cu v kofenech
kukutice vzrostl srostouci koncentraci Cu v médiu. Tyto skutecnosti mohou
naznacovat, Ze schopnost akumulace Cu v rliznych rostlinnych orgdnech zavisi na
druhu rostlin ina zplisobu péstovani. To miiZze zplsobit nesrovnalosti mezi
dosazenymi vysledky. Védci jiZz naznacili dileZitost architektury korenového
systému pri ziskavani Zivin z prostredi. Architektura korenového systému byla vSak
ziidka povazovana za kritérium dtlezité pro odolnost vii¢i tézkym kovim. Vyse
popsané skute¢nosti mohou naznacovat novy studijni predmét tykajici se obrany
proti tézkym koviim v rostlinach.

V nasi studii bylo prokazano, Ze predosetieni SA ovlivnilo schopnost koreni
akumulovat Cu ve stresovanych rostlinach. PredoSetieni SA totiz zpiisobilo sniZeni
koncentrace Cu v korenech. Tento vysledek se shoduje se zjisténimi Mei et al. (2015)
a Mostofa and Fujita (2013), kteii popsali, Ze SA brani piijmu Cu. Bylo také popsano,
ze SA zvySuje toleranci vici stresu z Cu diky bunécné detoxikaci Cu (Tukendorf et
al., 1984) a tvorbé ligandd s fytochelatiny (Daud et al., 2009).

NaSe vysledky tykajici se akumulace médi korelovaly se zménami
v chemickém sloZeni kotfenového pletiva pri stresu z Cu, coz bylo take zjisténo
v nékolika studiich (Fidalgo et al.,, 2013; Kovacik and Klejdus 2008). Vysledky
Ramanovy spektroskopie ukazaly vyznamné rozdily v chemickém sloZeni
kukuti¢nych kotent rostoucich v podminkach stresu z Cu ve srovnani s kontrolou,
avSak predosetreni SA nemélo na chemické slozeni kotfenii zadny vliv. Byly
pozorovany vyrazné zmeény v mnozstvi monosacharidi: 872 cm, polysacharidi:
933 cm, 1081 cm'l, 1122 cm! a mastnych kyselin: 1263 cm1, 1440 cm-! (Schulz
and Baranska, 2007). Kromé toho ionty Cu zplisobily vyznamné zvySeni obsahu
flavonoid 1605 cm! (Schrader et al., 1999) v korenech rostlin oSetienych Cu. Je
znamo, Ze flavonoidy mohou p¥i ochrané rostlin pred oxida¢nim stresem ptisobit
jako chelatory tézkych kovil a antioxidanty (Hassan and Mathesius, 2012). Navic

bylo prokazano, Ze pritomnost iontii médi zplsobila ztratu pasma (1047 cm1),
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nicméné chemické studie tohoto pasma zatim nevedly k jeho rozpoznani ani v jinych
studiich (Edwards et al,, 2005; Kula et al., 2016). Na zakladé toho lze konstatovat, Ze
rozdily vchemickém sloZeni jsou vysledkem prestavby korenovych bunék
stresovanych Cu, aby se zabranilo dalsimu pronikani Cu do rostliny a také indukci
toxickych ucinkl v nadzemni ¢asti rostlin.

Je zndmo, Ze prvnim disledkem toxicity téZkych kovi v rostlinnych bunkach
je nadprodukce ROS vedouci k oxidativnimu stresu (Shahid et al.,, 2014). Méd’ patri
do skupiny tézkych kovii, které piimo produkuji ROS tim, Ze se ucastni redoxnich
reakci (Contreras et al, 2009). Rostliny maji rtizné obranné mechanismy, aby
odolaly stresu zplisobenému tézZkymi kovy. Patii sem napiiklad vazba tézkych kovii
glutathionem, aminokyselinami nebo fytochelatiny a aktivace antioxidacnich
enzymi. V nasi studii bylo zjiSténo, Ze stres z Cu vedl ke zvySeni obsahu ROS
v kofenech a sniZeni v listech. Predpokladame, Ze by to mohlo byt zptlisobeno
imobilizaci Cu v korenech, ¢imz zde doSlo k jejimu hromadéni. Vysoka koncentrace
Cu v korenech vedla k tvorbé nadmérného mnozstvi ROS méreného jako zvySeni
hladiny H202. Hladina H202 v kotfenech kukufi¢nych rostlin péstovanych za stresu
z Cu vyrazné poklesla po predoSetreni 500uM roztokem SA. Tyto vysledky se
shoduji s predchozimi studiemi, které popisuji, Ze piredosetieni SA vedlo i u jinych
druhii rostlin vystavenych Cu stresu ke sniZeni oxidativniho stresu sniZzenim obsahu
H202 (Janda et al., 2003; Mostofa and Fujita, 2013).

Rostliny pod stresem ztézkych kovi syntetizuji stresové proteiny
(Maksymiec, 2007). Mezi nimi jsou zvlasté zajimavé proteiny spojené
s enzymatickou regulaci antioxidacni homeostazy, které mohou vyznamné sniZit
ucinky ROS a které jsou nadmérné produkovany za stresu z médi. JizZ diive bylo
popsano, ze expozice sazenic pSenice rliznym Kkoncentracim Cu mirné zvysuje
akumulaci proteint ve stoncich, zatimco sniZuje jejich obsah v kotenech. Dale bylo
zjiSténo, Ze oSetifeni SA také vykazuje inhibi¢ni Uc¢inek na akumulaci proteint ve
stoncich, ale stimuluje akumulaci proteini v kofenech rostlin psSenice (Al-Hakimi
and Hamada, 2011). Podobné vysledky byly dosaZeny v naSich studiich. Listy
a koreny kukuri¢nych rostlin péstovanych v médiu doplnéném Cu obsahovaly vice
proteint nez kontrolni varianty. Zatimco predosetieni SA nemélo zZadny vliv na
obsah proteinti v listech u rostlin rostoucich ve stersu z Cu, v kotenech vedlo k jeho

vyznamnému zvySeni.
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V literature se uvadi, Ze aplikace médi vedla ke zménam aktivity SOD, POD
a CAT (Cetinkaya et al,, 2014; Chamseddine et al., 2009; Gao et al., 2008; Singh et al,,
2007). Stimula¢ni ucinek Cu na enzymatickou aktivitu v§ak zavisi na jeji koncentraci
(Gao et al.,, 2008). V nasi studii aplikace 100uM CuSOs vedla ke zvySeni aktivity
MnSODI a CAT ulistd kukufi¢nych rostlin, zatimco v korenech byly MnSODII
a MnSODI zvyseny a aktivita CAT byla inhibovana. Zmény v aktivité antioxida¢nich
enzymu Kkoreluji s hladinou H202. Nejvyssi obsah H202 byl zjiStén u kotfeni rostlin
oSetrovanych Cu. Zmirnujici uc¢inek predoSetieni SA na oxidativni stres zptisobeny
tézkymi kovy a aktivitu antioxida¢nich enzym byl také studovan u riznych druht
rostlin, v¢éetné kukufrice a ryZe zatiZené Cu nebo Cd (Krantev et al., 2008; Mostofa
and Fujita, 2013; Panda and Patra, 2007). Bylo zjiSténo, Ze predoSetieni SA zvysSuje
aktivitu enzymu SOD podilejictho se na vylucovani superoxidovych radikalt.
Podobné jsme ivna$i studii doSli k zavéru, Ze predoSetieni semen SA vedlo ke
zvySeni aktivity MnSODI vlistech stresovanych rostlin. U Kkofenl rostlin
oSetrovanych SA a rostoucich ve stresu z Cu bylo v§ak pozorovano sniZeni aktivity
MnSODII. MiiZe to byt vysvétleno skutecnosti, Ze SA v komplexu salicylat-Zelezo ma
SOD aktivitu a mlize katalyzovat dismutaci superoxidovych radikala (Yang et al,,

2004), ¢cimz sniZuje funkci enzymatickych antioxidant.
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3.4 Sledovani zmén v obsahu Sirokého spektra rostlinnych
hormoni Kkukufice seté vreakci na stres zvysoké

koncentrace meédi

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jak se méni obsah hormonti a nékterych jejich
prekurzori a metabolitd pti rtizné velikém stresu z Cu. Pozorovali jsme také zmény
v morfologickych parametrech, v obsahu fenolickyh latek, flavonoidli, proteint

a vybranych mineralnich latek.

Morfologické parametry

Pridani 50pM a 100puM CuS04 do zivného média zplisobilo inhibici ristu kukurice
(Obr. 23). Koteny alisty byly v porovnani s kontrolami mensi (Obr. 24). Kotfeny
rostlin oSetfenych 50uM CuS0s4 mély strukturu podobnou struktuie kontrolnich
rostlin, ale byly krat$i o 63 %. Hlavni kofeny rostlin oSetfenych 100uM CuS04 byly
kratsi o 89 %, tlustSi s naCervenalym zbarvenim (Obr. 25). Délka nadzemni casti
rostlin oSetfenych 50puM CuSOs byla 016 % niz$i neZ u kontrolnich, rostliny
oSetrené 100uM CuS04 byly o 38 % kratsi neZ kontrolni. Kromé zmény délky, nebyl
zaznamendn unadzemnich c¢asti rostlin Zadny rozdil. Rostliny nemély zadné
nekrotické skvrny. Suchd hmotnost listii a kotfenti klesala s rostouci koncentraci
CuSO04 v médiu. (Obr. 23 A, B), u listii aZ 0 31 % ve 100uM CuSO4 a v pripadé koreni
az o 50 % ve 100puM CuSOa.
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Obrdzek 23: Zmeény v délce (A) a suché hmotnosti (B) listii a korenti rostlin kukurice
po expozici riiznym oSetienim Cu v 11. dni hydroponického péstovdni. Data jsou

primeéry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.
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Obrazek 24: Zmeény v délce stonkii a korenti rostlin rostoucich ve 100uM CuSO+ (A),
50uM CuSO0s4 (B) a rostliny kontrolni (C) po expozici riiznym oSetienim Cu v 11. dni

hydroponického péstovdni.

Obrazek 25: Detail zmény morfologie korene rostlin rostoucich ve 100uM CuSO4 (A),
50uM CuSO0s4 (B) a rostliny kontrolni (C) po expozici riiznym osetienim Cu v 11. dni

hydroponického péstovdni.
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Obsah hormonti
Obsah ABA v listech a korenech se zvySoval se zvySujici se koncentraci Cu v Zivném
médiu, pricemz vyssi narist byl naméren v kofenech (Obr. 26 A). Obsah PA, ktery je
metabolitem ABA, mirné poklesl vlistech v koncentraci 50 uM CuSOs4, naopak
v porovnani s kontrolou se zvysil v koncentraci 100 pM CuSOs, zatimco obsah
nasledné vzniklého metabolitu DPA se v listech nezménil. Obsah PA v kotenech se
pti koncentraci 50 pM CuSO4 nezménil, ale zvysil se pti koncentraci 100 pM CuSO4
a obsah DPA v kotenech se zvysil v obou pouzitych koncentracich (Obr. 26 B, C).

Obsah BzA, ktery je prekurzorem biosyntézy SA, se v listech a kofenech
zvySoval se zvySujici se koncentraci Cu v médiu, také obsah SA v korenech vzrostl
v obou koncentracich Cu, ale obsah SA v listech se po oSetfeni Cu nezménil (Obr. 26
D, E).

MnoZstvi IAA v listech a kofenech se prokazatelné zvysilo v koncentraci 100
UM CuSO4 v porovnani s kontrolou. Obsah PAA se v listech nezménil, ale v obou
koncentracich se sniZil v korenech (Obr. 26 F, G).

Obsah aktivnich CK a JA v listech se zvySoval se zvySujici se koncentraci Cu
v médiu. Obsah JA v korenech se zvysil v obou koncentracich Cu, ale obsah CK
v kotenech se nezménil (Obr. 26 H, I).

Déle byla zjisténa silna negativni korelace mezi obsahem Cu a JA a obsahem
Cu a BzA v listech s hodnotou spolehlivosti R2=-0.8176 a R2=-0.8791, coZ znamen3,
ze se zvySujici se koncentraci JA a BzA klesal obsah médi v listech (Obr. 27 A, B).
Mirné negativni korelace byla zjisténa také mezi obsahem Cu a CK v listech s R% = -
0,4723, coz opét znamena, Ze s rostouci koncentraci CK se koncentrace Cu v listech

sniZovala (Obr. 27 C).
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Obrazek 26: Obsah hormonti v listech a korenech rostlin kukurice po expozici riiznym
oSetrenim Cu v 11. dni hydroponického péstovdni. Data jsou priiméry + SD. Hodnoty se

stejnym pismenem se vyznamné nelisi.
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Obrazek 27: Korelace mezi obsahem Cu a JA (A), Cu a BzA (B) a Cu a CK (C) v listech

rostlin kukurice po expozici riiznym oSetienim Cu v 11. dni hydroponického péstovdni.

Obsah fenolickych latek a flavonoidii
Obsah fenolickych latek v korenech vzristal se zvysujici se koncentraci Cu v médiu
az 0283 % ve 100puM CuSO4, zatimco jejich obsah vlistech vzrostl pouze

v koncentraci 100 uM CuSO4, a to 0 85 % (Obr. 28 A).
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Obrdzek 28: Obsah fenolickych ldtek (A) a flaonoidii v listech (B) a korenech (C)
rostlin kukurice po expozici riiznym oSeti'enim Cu v 11. dni hydroponického péstovdni.

Data jsou priiméry + SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.
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Obsah flavonoidt v listech a korenech se zvysil v roztoku CuS04 o koncentraci 100
UM (o0 34 % a 41 %), ale v koncentraci CuSO4 50 puM se jejich obsah nezménil (Obr.
28 B, C).

Obsah proteinii
Obsah celkovych rozpustnych proteini vlistech se zvySoval se zvySujici se
koncentraci Cu (v50puM CuSOs 041 % ave 100uM 091 %). Obsah proteinti

v kotenech se vSak nezménil (Obr. 29).
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Obrazek 29: Obsah celkovych rozpustnych proteint v listech a korenech rostlin
kukurice po expozici riiznym osetienim Cu v 11. dni hydroponického péstovdni. Data

jsou priiméry *+ SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamneé nelisi.

Obsah minerdlnch latek véetné médi

Obsah Ca aKvkorenech alistech srostouci koncentraci Cu v médiu Kklesal.
V ptipadé Ca aZ o 41 % v listech a 53 % v kotenech a v pripadé K az o 68 % v listech
a61 % vkorenech ve 100uM koncetraci CuS04 v médiu ve srovnani s kontrolou
(Obr. 30 A, B). Obsah Zn v korenech a listech se sniZil v koncentraci 50 pM CuS04
stejné jako ve 100uM CuS04. V listech poklesl az o 50 % a v kotfenech az o 72 % (Obr.
30 C). Obsah Mg v listech se snizoval se zvySujici se koncentraci Cu v médiu az o 25
% a také v kotrenech se jeho obsah s rostouci koncentraci Cu sniZoval, a to azo 31 %
ve 100puM CuSO4 v porovnani s kontrolou (Obr. 30 D).

Obsah Cu v listech klesal se zvySujici se koncentraci Cu v Zivném médiu, a to
aZz 048 % ve srovnani skontrolou. Naopak v kofenech se obsah Cu zvysil
v koncentraci 50 pM CuS04 cca 8krat, zatimco v koncentraci 100 uM CuS04 se obsah
zvysill pouze cca 2krat, a to jeSté statisticky nevyznamné oproti kontrole (Obr. 30 E,

F).
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Obrazek 30: Obsah minerdlnich prvki v listech a korfenech rostlin kukurice po
expozici riiznym oSetienim Cu v 11. dni hydroponického péstovdni. Data jsou priimery

+ SD. Hodnoty se stejnym pismenem se vyznamné nelisi.

Barveni bivalentnich kovii

Barveni bivalentnich kovl (vCetné Cu2+) vytvari cervené zbarvené chelaty

s dithizonem. Pouze pri¢né rezy stonki rostlin péstovanych v Hoaglandové Zivném
roztoku s esencialni koncentraci Cu byly Cervené zbarveny (Obr. 31 A). Stonky

rostlin rostoucich v 50uM nebo ve 100uM CuS04 nebyly zbarveny (Obr. 31 B).
5 .

1mm

1mm

Obrazek 31: Barveni bivalentnich kovii v pricném rezu stonkem kontrolni rostliny (A)

a rostliny vystavené stresu z Cu (B) v 11. dni hydroponického péstovdni.
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Diskuse

Je dobie zndamo, Ze stres z Cu zplsobuje sniZeni rastu rostlin (Al-Hakimi and
Hamada, 2011; Yang et al, 2015). NaSe vysledky rovnéz ukazaly pokles rlistu
a hmotnosti rostlin. Na rostlinach vSak nebyla pozorovana Zadna nekré6za ani jiné
poskozeni. Stejné vysledky jsou také popsany ve studii Sheldon and Menzies (2005).
Lisi se vSak od Freitas et al. (2018), ktefi popsali zmény barvy, struktury a vznik 1éz{
na listech po osetieni Cu.

Jak jiz bylo uvedeno vySse, rostlinné hormony hraji klicovou roli v obrannych
mechanismech rostlin proti stresu z téZkych kovi. Jednou z nejrychlejsich reakci na
abioticky stres je syntéza ABA, ktera vyvolava zmény v genové expresi (Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 2006). JiZ v minulosti bylo zjiSténo, Ze obsah ABA stoupa
béhem stresu z tézkych kovii (Blicker-Neto et al., 2017; Perez Chaca et al., 2014).
Také v naSich studiich byl obsah ABA zvySen v kofenech i listech, coZ naznacuje jeji
zapojeni do reakce na Cu stres. ABA je znama jako inhibitor ristu, ktery zpiisobuje
uzavirani priduchi, ¢imz dochazi ke snizeni transpirace a také riistu (Wilkinson
and Davies, 2010), coz mlze pomoci v reakci na stres z tézkych kovi. Rovnéz bylo
prokazano, ze exogenni aplikace ABA snizuje transport Cd a Ni z kofent do listt
(Rubio et al., 1994). To se shoduje snaSim vyzkumem, kde doslo k omezeni
transportu Cu do listli, takze miizeme predpokladat, Ze kromé Ni a Cd, ABA také
blokuje transport Cu. Ziejmé to také souvisi s tim, Ze ABA sniZuje transpiracni tok.
Vyssi koncentrace ABA aPA vlistech akofenech asoucasné Zadna zména
v koncentraci DPA u rostlin rostoucich ve 100uM CuS04 naznacuje, Ze metabolizace
PA na DPA vkofenech byla niz§i neZ ukontroly. Abyla také niz8§i v obou
koncentracich v listech.

V predchozich studiich bylo zjisténo, Ze obsah JA vzrostl po oSetfeni Cu a Cd
(Maksymiec et al., 2005). Také nas vyzkum ukazal zvySeni obsahu JA v korenech
a listech, coz se vSak lisi od vyzkumu Perez Chaca et al. (2014), ktefi popsali sniZeni
obsahu JA v Cd stresovanych korenech. JA je povazovana za signalni molekulu, ktera
je spojena s retardaci ristu a zrychlenim procesu starnuti (Maksymiec and Krupa,
2007), coz mlze napomahat p¥i stresu tim, Ze rostlina soustiedi zdroje a energii do
obrannych mechanismu misto do rastu.

Uvadi se, Ze stres z tézkych kovil zpisobuje sniZeni obsahu auxinu v Brassica

juncea (Srivastava et al., 2013). V naSich studiich s kukurici vSak koncentrace IAA po
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oSetreni Cu vzrostla v korenech ilistech. To mize naznacovat specifickou reakci
jednotlivych druhti na stres. Vysledky se také 1lisi od Sugawara et al. (2015), ktefi
popisuji, Ze endogenni hladiny PAA jsou mnohem vys$si nez hladiny IAA v riznych
rostlinnych pletivech u Arabidopsis thaliana. Koncentrace IAA v nasem vysledku
byla dvakrat nebo i vicekrat vyssi nez PAA v listech i korenech.

Nékolik studif jiZ ukazalo, Ze exogenni aplikace SA sniZuje ucinky tézkych
kovil na rostliny (Han et al.,, 2015; Semida et al., 2015). Podle Mostofa and Fujita
(2013) SA brani vstiebavani Cu do rostlin. Dale bylo zjisténo, Ze BzA (prekurzor
biosyntézy SA) indukuje toleranci k biotickému stresu zptisobenému Phytophthora
cinnamomi u Banksia attenuata (Williams et al., 2003). V nasSem vyzkumu se obsah
BzA a SA po osSetieni Cu zvysil, coZ potvrzuje predchozi vyzkumy anaznacuje
zapojeni téchto kyselin do obranné reakce na stres z Cu.

Dle vysledkili nasich analyz se obsah CK v listech po vystaveni stresu z Cu
zvysil a nezménil v kofenech. Podle Veselov et al. (2017) CK udrZzuji riist rostlin pri
mirném stresu, zatimco pokles CK brani ristu pri silném plisobeni stresu, coz
umoziuje mobilizaci zdroja a zajisténi Zivotaschopnosti rostlin. Bulak et al. (2014)
uvedli, ze CK mohou sniZzit obsah Hg v rostlinach rostoucich v kontaminované ptidé
Hg, coz odpovida nasim vysledkim, kde CK také prispély ke snizeni obsahu Cu
v rostlinach, coZ jsme usoudili na zakladé nalezeni negativni korelace mezi Cu a CK.
Naopak v jinych studiich zjistili, Ze vystaveni rostlin stresu, napiiklad ze zaplaveni,
vede ke sniZeni hladin CK (Argueso et al.,, 2009; Bano et al., 1994), coZ naSim
vysledkiim neodpovida.

Siln4 negativni korelace mezi JA, BzA, CK a Cu naznacuje, Ze zvySujici se
koncentrace JA, BzA a CK zplsobily pokles obsahu Cu v listech. Na zakladé toho
miiZzeme usoudit, Ze JA, BzA a CK hraji roli pfi sniZovani transportu Cu z korent do
listd.

Nase vysledky ukazaly zvysSeni obsahu flavonoidii ve vyssi koncetraci médi,
zatimco v niZsi se jejich obsah nezménil. To je v souladu se zjiSténimi, Ze flavonoidy
vyznamné prispivaji k obranyschopnosti vys$sich rostlin na abioticky stres. Ve
stresovanych rostlinach maji klicovou funkci jako antioxidanty tim, Ze inhibuji
produkci a sniZuji obsah ROS. Tyto flavonoidy, zvlasté derivaty kvercetinu, ovliviiuji
pohyb auxinu na intra aintercelularni tUrovni areguluji tak vyvoj jednotlivych

organi a celé rostliny (Di Ferdinando et al., 2012). Lachman et al. (2005) popisuji
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pokles obsahu flavonoidl u je¢mene pii Cd stresu a vysvétluji, Ze flavonoidy tvoii
chelatové komplexy s kovy, proto v jejich vyzkumu zaznamenali pokles volnych
flavonoidt, zatimco Schulz et al. (2016) popisuji, Ze flavonoidy se hromadi v reakci
na abiotické stresy, jako je sucho, chlad a vysoka intenzita svétla. Nase vysledky
ukazuji, Ze obsah flavonoidii vzrostl ve vyssi koncentraci Cu, zatimco u nizsi se
nezménil. Nestejné vysledky mohou byt zplisobeny rozdily v pouZitém Kkovu,
koncentraci, zplisobu péstovani nebo pouzité rostliné. Pokud jde o fenolické latky,
v predchozich studiich bylo zjisténo, Ze obsah fenolickych latek vzrostl po aplikaci
Cu (Jung et al,, 2015), coZ se shoduje s naSimi vysledky.

Obsah celkovych rozpustnych proteind v listech se u stresovanych rostlin
zvysil, v kotfenech se v§ak nezménil. Tyto vysledky jsou podobné jako Al-Hakimi and
Hamada (2011), ktefi zaznamenali zvySeni obsahu proteint v listech, ale pokles
v kotrenech po aplikaci Cu. ZvySeni obsahu proteint v listech bylo pravdépodobné
zplUsobeno zvySenou syntézou stresovych proteinti (Maksymiec, 2011). V kotfenech
se jejich obsah nezménil, protoZe jeho zvySeni bylo zrejmé soucasné sniZeno
toxickym ucinkem Cu, ktera ptisobi primarné a nejvice na kofeny. ] iz z predchozich
studii je znamo, ze Cu zplisobuje tvorbu ROS, které zpiisobuji degradaci proteint
(Palma et al., 2002).

V minulosti bylo zjiSténo, Ze stres z Cu snizuje obsah zakladnich mineralnich
latek v rostlinach (Ke et al., 2007). Podobné i v naSem vyzkumu byl obsah Ca, K, Zn
a Mg v rostlinach sniZen po péstovani ve stresu z Cu. Bylo vSak zjisténo, Ze listy
rostlin kultivovanych v kontrolnich podminkach obsahovaly vyssi hladiny Cu neZ ty
kultivované pod stresem Cu. Obsah Cu v listech se sniZoval s rostouci koncentraci
Cu v médiu. Podobné vysledky jsme jizZ popsali vnasem predchozim vyzkumu
(Moravcova et al., 2018). Koncentrace Cu v kofenech se v naSem vyzkumu zvysila
u rostlin péstovanych v médiu s 50uM CuS04, ale ve 100uM CuS04 zlistala stejna jako
u kontroly. Je dobfe znamo, Ze rostliny mohou sniZit absorpci Cu jako obranu proti
prijmu vysokych koncentraci Cu (Benimeli et al., 2009). To se pravdépodobné stalo
béhem transportu Cu do listii vobou koncentracich CuSO4 a u kofenli ve vyssi
koncentraci CuSOs4. Pri niz$i koncentraci Cu v médiu nedoSlo zrejmé ktak
intenzivnimu blokovani Cu do kotenli. Naopak Ke et al. (2007), Liu et al. (2014),
Mostofa and Fujita (2013) zjistili, Ze koncentrace Cu se v rostlinnych pletivech

zvySovala se zvySujici se koncentraci Cu v roztoku. Rozdilné vysledky popsané
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v literature jsou nejspiSe zplisobeny riiznymi zptisoby kultivace a pouzitim riznych
druhti rostlin.

Pri barveni bivalentnich kovi se ukazalo, Ze pouze pricné fezy stonki rostlin
péstovanych v Hoaglandové Zivném médiu s esencialni koncentraci Cu byly ¢ervené
zbarveny. StonKky rostlin rostoucich v 50uM nebo ve 100 uMCuS04 nebyly zbarveny.
To potvrzuje, Ze vkontrolnich rostlinach byla vysSi koncentrace Cu nez
u stresovanych rostlin. Stresované rostliny také mohly chelatovat kovy ve vétsi
mire, a tim padem nemohly byt kovy obarveny. K podobnému vysledku jsme jiz
dospéli v predchozi studii (Moravcova et al, 2018), kde jsme sledovali pouze

koncentraci 100 pM CuSOa.
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Zaveér

V této praci jsou popsany vysledky nékolika experimentii provadénych na kukufici
seté (Zea mays L.), ktera byla péstovana v hydroponickych nadobach v rizenych
podminkach klimaboxu za pouziti Hoaglandova Zivného roztoku. Pridavany byly
tézké kovy Cu (CuSO4) aCd ((CdNOs3)2). Predmétem zkoumani byly obranné
mechanismy rostlin pti plisobeni téchto stresovych faktori a také vliv predoSetireni
semen SA. Vramci analyz byl méfen obsah proteint, H202, prvki, MDA atd. jako
ukazatelG stresu. Zajimaly nas také zmény v intenzité fotosyntézy, rychlosti
transpirace, vodivosti priducht, fluorescenci, morfologickych aanatomickych
parametrech. Predmétem experimenti bylo ianalyzovani zmén v obsahu
vybranych hormont, jejich prekurzorli a metabolitii, dale pak vliv SA na Kkliceni
semen.

Aplikace Cd do zivného roztoku méla za nasledek snizeni velikosti
nadzemnich i podzemnich ¢asti rostlin, zvySeni fluorescence, sniZeni transpirace
avodivosti priiduchti, sniZzeni obsahu H20: v kofenech, zvySeni obsahu MDA
a sniZeni obsahu Ca, Mg, K, a Zn v kotenech i v listech. Dale doslo ke sniZeni obsahu
Cu, ale pouze v kotenech a zvySeni obsahu Cd v kotenech i v listech.

Pozitivni vliv predoSetieni SA na rostliny stresované Cd se projevil ve sniZeni
fluorescence chlorofylu, zvySeni obsahu H202 (zfejmé s funkci signalni molekuly),
zvySeni prijmu Cu a sniZeni prijmu Cd. Naopak negativni vliv méla SA na intenzitu
fotosyntézy, vodivost priduchd, transpiraci a piijem mineralnich prvki.

Stres z Cu zplsobil snizeni velikosti nadzemnich i podzemnich ¢asti rostlin,
snizeni obsahu chlorofylu a karotenoidli, zna¢ny pokles uc¢innosti necyklického
transportu elektronli a poméru absorp¢ni energie vyuzivané v PSII (YII), zvySeni
parametru nefotochemického zhaSeni (NPQ). Obsah H202 se v kotfenech zvysil, ale
v listech snizil. Pfedpokladdme, Ze by to mohlo byt zplsobeno imobilizaci Cu
v kotenech, kde stres plisobil nejvice. Dale doslo ke zvySeni obsahu obrannych latek,
jako jsou flavonoidy, fenoly a proteiny, a poklesu obsahu mineralnich Zivin Ca, K, Zn
a Mg.

Bylo pozorovano signifikantni sniZeni obsahu Cu u stresovanych rostlin
v listech, v kofenech se obsah Cu zvysil pouze v niZsi koncetraci Cu (50uM CuSO4)

a ve 100uM koncetraci CuSOs ziistal bud’ stejny, nebo nizsi nez u kontroly. Mizeme
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predpokladat, Ze obranné mechanismy proti toxickému uc¢inku Cu pfi ristu rostlin
kukurice se nachazeji predevSim vkorenech. Zmény v chemickém sloZeni
korenového pletiva predstavuji ochranné mechanismy, které blokuji tok Cu do
dalSich organd, ¢imZ chrani proti oxidativnimu stresu a poskozeni bunék. Nicméné
chemicka reorganizace pletiv kofene omezuje také absorpci minerald potfebnych
pro normalni rlist, coz miiZe vést k inhibici ristu.

Bylo zjisténo, Ze pii barveni bivalentnich kovid, kam spada iCu?+,
v kukuti¢nych stoncich doSlo ksilnému cervenému zbarveni pouze u rostlin
péstovanych v Hoaglandové médiu s esencidlni koncentraci Cu. U stonkil rostlin
kultivovanych v médiu svysokou koncentraci Cu se charakteristické cervené
zbarveni neobjevilo. Podle analyz bylo sice ve stoncich stresovanych rostlin Cu méné
nez v kontrolnich, ale ziejmé doslo ke zméné oxidac¢niho ¢isla z diivodu navazani Cu
po aktivaci obrannych mechanismi.

Obsah ABA v kukufrici se po stresu zCu zvysil, coZz by naznacovalo jeji
zapojeni do obrannych mechanismli ataké do mechanismu, ktery zajistuje
blokovani transportu Cu do nadzemnich ¢asti rostlin. Silna negativni korelace mezi
JA, BzA, CK a Cu naznacila jejich ulohu pti snizovani transportu Cu z kotent do lista.
Cu stres zvysil obsah ABA, PA, BzA, IAA, JA a CK v listech a ABA, PA, DPA, BzA, SA,
IAA a JA v koirenech. Obsah DPA, SA a PAA v listech se nezménil. V korenech se obsah
PAA snizil a CK nezménil.

Exogenni apliakce SA na semena kukuftice, kterd nasledné rostla v roztoku
obohaceném Cu, projevila své ochranné ucinky tim, Ze inhibovala translokaci Cu
azmirnila oxidacni stres v korenech zplisobeny stresem z Cu. SA také ovlivnila
aktivitu nékterych antioxidacnich enzymi, nicméné nelze vyloucit, Ze SA muze také

v

ucinné odstranovat ROS sama o sobé. SA také zvysila obsah proteind a zmirnila
negativni ucCinek Cu na obsah Kkarotenoidi. Dale bylo zjiSténo, Ze exogenné
aplikovana SA v zavislosti na své koncentraci sniZuje nebo zvySuje endogenni
hladinu SA v semenech a v naklicenych kofenech a urychluje kliceni semen.

Vliv SA na obsah H20:2 se 1isi v pokusu s Cd as Cu. Pri stresu z Cd mélo
predoSetreni SA za nasledek zvySeni H202, pfi stresu z Cu vSak jeho sniZeni. Podle
literatury by SA méla hladinu ROS u stresovanych rostlin sniZovat, ale jak je popsano

v diskusi, nékteré studie uvadeéji, Ze SA milZe obsah ROS izvySovat. Rozdilné

vysledky mohou byt diisledkem pouziti jiného tézZkého kovu nebo rozdilnou davkou.
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Role SA v obrannych mechanismech rostlin na tézké kovy se zda byt velice
komplikovana a pro hlubsi pochopenti jejich tcinkl bude potieba dalSich vyzkumi.
Podle naSich vysledkd lze fici, Ze predoSetieni semen SA ma pozitivni vliv na rostliny

stresované tézkymi kovy.
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