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Vliv paracetamolu na obsah sekundarnich metaboliti
u lociky seté

Souhrn

Lidska ¢innost poskytla svétu Sirokou Skdlu chemickych latek, které se bud’ zdmérné
nebo nahodou mohou dostat do zivotniho prostiedi jako jeho kontaminanty. Jedna se vétSinou
o cizorodé slouceniny, obecné nazyvané jako xenobiotika. Kromé béznych organickych
polutantl a pesticidl se sem fadi mimo jiné i 1é¢iva a jejich rezidua.

Tyto polutanty, pochazejici hlavné =z odpadnich vod prumyslovych zoén, ale i
domacnosti nebo farem, se vyskytuji v pitné vodé, ptidé ¢i sedimentu, kam se dostavaji napft.
vylu¢ovanim moci nebo nedostatecnym odstranénim béhem Ccisténi odpadnich vod, jsou
zodpovédné za chemicky stres rostlin, které je absorbuji z kontaminované vody nebo pudy.
Na rozdil o piisobeni xenobiotik na lidsky organismus nebo zvitata, neni oblast o interakcich
mezi xenobiotikem a rostlinou (absorpce, transport rostlinou a vliv na metabolické drahy)
tolik prozkoumana.

Rostliny aktivuji své obranné mechanismy proti oxidacnimu stresu, coz vede
K produkci proteind bojujicich proti stresu. Je prokazané, ze stresové faktory ovliviiuji
sekundarni metabolismus rostlin a jeho metabolity, které se ucastni aklimatizace a adaptace
rostlin a vedou ke zmirnény stresu. Sekundarni metabolity napf. chrani rostliny pfed UV-B
zatenim, mohou pohlcovat volné radikaly a snizovat tim oxidaéni stres, zvySena akumulace
anthokyanini pak pomaha k obnové fotosyntetické ucinnosti rostlin. Rovnéz prispivaji ke
specifickym pachim, chutim a zbarvenim a nékteré¢ metabolity dokonce i ke komunikaci mezi

rostlinami a pfipadnymi symbiotickymi organismy

Tato diplomova prace se zabyva jak paracetamol, bézné dostupné 1é¢ivo volné prodejné
v Iékarnach, pusobi na obsah sekundarnich metabolitd u rostliny Lactuca sativa, komeréné

v

zndmého jako salat, jedné z nejpéstovanéjsi a nejrozsifenc;si listové zeleniny na svéte.

Kli¢ova slova: Abioticky stres, Lactuca sativa, sekundarni metabolismus,

paracetamol, polyfenolické latky



Effect of paracetamol on the content of secondary
metabolism of Lactuta sativa

Summary

Human activity has provided the world with a wide range of chemicals that, either
intentionally or accidentally, can enter the environment as its contaminants. These are mostly
foreign compounds, generally referred to as xenobiotics. In addition to common organic
pollutants and pesticides, this includes drugs and their residues.

These pollutants, originating mainly from the wastewater of industrial zones, but also
from households or farms, occur in drinking water, soil or sediment, where they enter, for
example, by urine excretion or insufficient disposal during wastewater treatment, are
responsible for chemical stress of plants that they are absorbed from contaminated water or
soil. Unlike the effects of xenobiotics on humans or animals, the area of xenobiotic-plant
interactions (absorption, transport by the plant and effects on metabolic pathways) has not
been much studied.

Plants activate their defense mechanisms against oxidative stress, which leads to the
production of anti-stress proteins. Stress factors have been shown to affect plant secondary
metabolism and its metabolites, which are involved in plant acclimatization and adaptation
and lead to alleviated stress. Secondary metabolites, for example, protect plants from UV-B
radiation, can absorb free radicals and thus reduce oxidative stress, and increased
accumulation of anthocyanins then helps to restore the photosynthetic efficiency of plants.
They also contribute to specific odors, tastes and colors and some metabolites even to

communication between plants and possible symbiotic organisms.

This thesis deals with how paracetamol, a commonly available over-the-counter drug,
affects the content of secondary metabolites in Lactuca sativa, commercially known as

lettuce, one of the most widely grown and widespread leafy vegetables in the world.

Keywords: abiotic stress, Lactuta sativa, secondary metabolism, paracetamol, polyfenols
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1 Uvod

Locika seta (Lactuca sativa L.), komeréné znama jako salat, je jednou
Z nejrozsifenéSich listovych zelenin na svété. Pouziva se vyhradné jako Cerstva zelenina a
péstuje se v mnoha zemich po celém svété (Lebeda et al. 2006; Lephatsi et al. 2021).

Mezi hlavni bioaktivni produkty rostlin, vCetné¢ téch konzumnich, jakou je praveé
locika seta, se fadi fenolické slouc¢eniny vznikajici v rdmci sekundarniho metabolismu, které
jsou vSudypfitomné v rostlinnych organech a ovliviiuji senzorické a nutricni vlastnosti
potravin rostlinného ptivodu (Slatnar et al. 2012). Tyto metabolity byly a jsou, diky svym
biologickym ulinklim, vyuzivany v ramci tradiéni mediciny. Dale jsou pouzivany jako
vyznamné slouCeniny pii vyrobé 1éCiv, potravinarskych ptidatnych latek, prichuti, parfému,
kosmetickych prostfedkti, nutraceutik a primyslové dulezitych biochemickych latek, diky
tomu, Ze u nich byly prokazany piiznivé G€inky proti oxidativnimu stresu, zanétiim, rakoving,
cukrovce nebo neurodegeneraci souvisejici s vékem (Seeram et al. 2006; Cuevas-Rodriguez et
al. 2010; Ramakrishna & Ravishankar 2011; You et al. 2012; Kim et al. 2016).

V piirodé maji sekundarni metabolity pro samotnou rostlinu dulezitou roli v jejim
vztahu Kk zivotnimu prostiedi. Rostliny je ¢asto mohou vyuzivat k ochrané proti bylozravcim
nebo patogentim, ale mohou poskytovat i ochranu pred vnéjSimi abiotickymi stresy, kde hraji
dulezitou Glohu pfti adaptaci na stresové podminky (BENNETT & WALLSGROVE 1994), ¢i
ptispivaji ke specifickym pachiim, chutim a zbarvenim a funguji jako atraktanty
(Ramakrishna & Ravishankar 2011). Nékteré rostliny vyuZzivaji sekundarni metabolity
dokonce i ke komunikaci mezi rostlinami a pfipadnymi symbiotickymi organismy (Yang et
al. 2018).

V pfirodé se stres obecné nevyskytuje izolované a mnoho stresovych Ciniteld se ve
vzajemném plsobeni miiZze vyruSit nebo podpofit. V reakci na tyto stresové signaly, které se
navzajem ktizi, pfiroda vyvinula riizné cesty, jak s nimi bojovat a tolerovat je. Je prokazané,
ze stresové faktory ovliviiuji produkci sekundarnich metaboliti a celkovy rast rostlin. Tyto
mechanismy ve spolupraci se sekundarnimi metabolity vedou ke zmirnéni stresu a adaptaci
rostlin (Mahajan & Tuteja 2005). Abioticky stres je hlavni pfic¢inou vyrazného snizeni vynosu
plodin po celém svété az o 50 %, a tim ohrozuji udrzitelnost zemédélské produkce. Mezi
hlavni abiotické stresové faktory se tfadi teplota, salinita, nedostatek nebo piebytek vody,
svétlo nebo jiné typy zafeni a chemicky stres. (Tuteja & Sopory 2008; Ramakrishna &
Ravishankar 2011).

Pravé pesticidy nebo léc¢ivé a pomocné latky a jejich rezidua, které se pohybuji
Vv koncentracich mezi ng/l az pg/l mohou zptsobovat chemicky stres, ktery je v poslednich
letech zkouman. Rizika téchto chemikalii pro ¢lovéka, zvifata a vodni ekosystém je dobie
znamy, ale i informace o interakcich rostlina-1é¢iva latka a metabolickych drah zatim nejsou
tolik prozkoumané. Nicméné¢ bylo prokdzano, Ze rostliny absorbuji xenobiotika
z kontaminované pudy a vody (Ternes et al. 2007; Bartha et al. 2010; Leitao et al. 2021a).

Tato diplomova prace se zabyva jak chemicky stres navozeny riznymi koncentracemi
paracetamolu, ovlivituje obsah sekundarnich metabolitti v rostlinach L. sativa.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je vyhodnotit obsah celkovych fenold, celkovych flavonoida a fenolickych
kyselin v susiné rostliny Lactuca sativa, ktera byla péstovana v zeminé kontaminované
paracetamolem o vzrustajici koncentraci od 5 uM po 5 mM.

Z uvedenych cilt vyplyvaji nasledujici hypotézy:

a) s ohledem na ptedchazejici experimenty bude mit paracetamol vliv na obsah sekundarnich

metabolitd
b) obsah metabolitd se bude lisit v zavislosti na koncentraci pouzitého paracetamolu a jeho
davkovani v akutni nebo chronické zalivce.



3 Literarni resSerse

3.1 Botanicka charakteristika lociky seté

Locika seta (Lactuca sativa L.) je nejvyznamnéjsi plodinou ve skuping listové zeleniny.
Mezi nejvétsi producenty patii v Asii Cina a Japonsko, v Evropé Spanélsko a Italie. Rod
Lactuca se fadi do kmene Lactuceae, podceledi Cichoriodeae, ¢eledi hvézdnicovité
(Asteraceae) a tiidy dvoudélozné (Rosopsida). Piesné vymezeni rodu byva problematické a
celkovy pocet taxonti se li§i autor od autora. VyznaCuje se znaCnou genetickou a
morfologickou variabilitou. Locika setd zahrnuje sedm hlavnich kultivard, které se lisi
predevsim fenotypové, obvykle ozna¢ovany jako morfotypy (Ktistkova et al. 2008).

Locika setd je jednoletd bylina s tenkym kohoutkovym kofenem a pfimou lodyhou
vysokou 30-100 cm, ktera je v horni ¢asti rozvétvena. Lodyha je protkana specializovanymi
bunikami zvanymi mlécnice, které pii poSkozeni pletiv vyluéuji bily latex. Listy jsou
spirdlovité¢ uspotadané a uprostied tvoifi rdzici nebo hlavku. Tvar listi je podlouhly az
elipticky, okrouhly az trojihelnikovy. Listy jsou nedélené az zpefené. Okraj listu je
celokrajny az zubaty, ¢asto kudrnaty.

Kvétenstvi (hlava) je slozeno ze sedmi az patnacti zlutych ligult (kvitkl). Hlavu tvofi
husté listenova lata. Zakrov je deset az patnact milimetri dlouhy a vélcovity, zdkrovni listeny
jsou Siroce az uzce kopinaté, svétle zelené s bilymi okraji. Plodem je nazka s péti az sedmi
setozovymi zebry na kazdé strané, zobakem a bilym chmyrem. Jeho délka ¢ini Sest az osm
milimetrd a mé bilou az krémovou barvu. Plod je diploidni se zdkladnim po¢tem chromozomii
n=9 (Kiistkova et al. 2008).

3.1.1 Pivod a péstovani

vvvvvv

zelenin. Pouziva se vyhradné jako cerstva zelenina v salatech, ale n€které formy jsou také
vhodné k tepelné upravé. Salat se se péstuje v mnoha zemich po celém svété, zvlasté oblibeny
je v Asii, Severni Americe a Evropé. Je to rovnéz Casty druh pii domacim péstovani zeleniny
(Lebeda et al. 2006; Ktistkova et al. 2008).

Soucasna locika seta pochazi z divoké lociky kompasové (Lactuca serriola, L.), u které
neni jasné jeji prvotni domestikace. Kultivovany saldt se vyznacuje znacnou genetickou
diverzitou vyplyvajici zjeho plvodu, dlouhé historie Slechténi a slozitého procesu
domestikace (Lebeda et al. 2021). Podle Damania et al. (1998) mize byt pivodnim centrem
péstovani Egypt s odhadovanym datem domestikace salatu 7 000 let pred nasim letopoctem,
diky vyobrazeni jeho dlouholisté formy na hrobovych malbach. Oproti tomu Zhang et al.
(2017) posunul prvotni domestikaci salatu jeste¢ o vice jak 3500 let dale v irodném udoli
ptilmésice na Blizkém vychod¢. Nedavna studie ale naznacila, ze centrem domestikace
péstovaného salatu byl Kavkaz (Wei et al. 2021).

Ackoli rizné skupiny vyzkumnikl v prabéhu let navrhovali rizné klasifika¢ni systémy,
neexistuje dnes zadny standardizovany klasifika¢ni systém. Salat se péstuje v odlisSnych
barvach a velikostech, a diky této rozmanitosti ho lze roztfadit dle typi. Typ je skupina
kultivarti, které jsou morfologicky podobné, ty l1ze rozdélit na podtypy, které sdileji vice
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morfologickych a genetickych podobnosti. Kultivar je odrida vybrand pro pozadované
vlastnosti pro kultivaci a odrida je taxonomickd kategorie pod druhy a poddruhy.
Nejrozsifenéjsim druhem lociky seté je salat hlavkovy (Lactuca sativa var. capitata) (Kim et
al. 2016).

Péstovani salatu neni ptilis naro¢né substrat. Vhodné jsou pro n¢j piscité az hlinité pidy
a vzhledem k tomu, ze salat nevyzaduje pfimé organické hnojivo je vhodnou ptedplodinou
péstebniho postupu. Salat neni naro¢ny na zavlazovani, diky svym kofenim dokaze Cerpat
vodu i z hlubsich vrstev pudy, a proto neni pii jeho péstovani ani tfeba velké zalivky. Jarni
produkce, na rozdil od podzimni a letni, nevyzaduje téméf zZadné zavlazovani. Vse taky zalezi
na srazkadch béhem péstovaného obdobi. Salat se sklizi pii hmotnosti 400 az 600 grami
(PETRIKOVA 2006; Sarapatka 2007; Koudela & Petiikova 2008).

Slechténi salatu je zamé&fené piedeviim na riizné morfologické znaky a odolnost vii¢i
Skudciim a chorobam. Tato oblast zaznamenala v poslednich letech pokrok. Existuji odridy
odolné vici msicim, vétsina novych odrud je odolngjsi nejen vici plisnim, ale i proti virovym
chorobam (Sarapatka 2007).

Péstebni plocha pro salat hlavkovy dosahla maxima v roce 2017, od kterého méla
sestupnou tendenci az do roku 2021, kdy doslo ke zvysSeni osevni plochy 0 20 ha (Tabulka 1).
RovnéZ sklizenn dosahla maxima v roce 2017 a po velkym propadu vroce 2018 ma opét
Vv nasledujicich letech vzestupnou tendenci (Tabulka 1). Spotieba salatu vSak uz nékolik let
stagnuje okolo pruméru 2,4 kg/obyv./rok.

Tabulka 1 - Prehled zakladnich statistickych parametrii u salatu hlavkového v letech 2016 az 2021 pro Ceskou
republiku. Zdroj eagri.cz

Salat 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Osevni plocha 152 589 506 452 451 479
(ha)

Sklizen (t) 2984 22986 11955 16259 16259 16439
Spoti‘eba 2,0 2,4 25 2,4 2,4 -
(kg/obyv./rok)

Dovoz (t) - 6 924 7674 7763 50241 -

3.1.2 Obsah zZivin

Pfestoze je salat bézné konzumovanou zeleninou, nebyl povazovan za nutri¢né
vyznamnou plodinu, pfedevsim kvili vysokému obsahu vody. Obsah Zivin v salatu je zavisly
na podminkdch péstovani, konkrétn€ na teploté, vyzivé a zplsobu hnojeni, zavlazovani a
péstovani a v neposledni fad¢ na kultivaru (Koudela & Pettikova 2008).

Vzhledem Kk tomu, Ze se salat konzumuje vétSinou syrovy, zachovava si na rozdil od
tepelné zpracované zeleniny vice zivin. Celkovy obsah kalorii i tuku je velmi nizky, nicméné
salat obsahuje 1 polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), mezi které patii kyselina linolova a
kyselina linolenova, které¢ jsou ob¢ esencidlni. Celkovy obsah PUFA se v salatu pohybuje

1 Obdobi od 1.1.-31.8.2020
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mezi 0,7 az 1,6 mg/g, piicemz dospély Cloveék potitebuje piijmout 12-17 g/den kyseliny
linolenové a 1,1-1,6 g/den kyseliny linolové. Salat také poskytuje sacharidy se snizenou
stravitelnosti, a tim i niz§im kalorickym obsahem. Salat je velmi bohaty zdroj vlakniny a
uvadi se, Ze sto grami Cerstvého saldtu poskytne az 10 % doporucené denni davky vldkniny
pro dospélého cloveka. Salat také neni bohaty na posledni makrozivinu, bilkoviny.
Z mikrozivin je nejvyznamnéj$i obsah Zeleza, drasliku a vitamind C a B9 (Tabulka 2)
(Kftistkova et al. 2008; Kim et al. 2016).

Tabulka 2 - Podrobny popis makrozivin a mikroZivin obsazenych ve 100 g jedlé casti salatu hlavkového. Zdroj

Nzip.cz
Latky obsaZené v hlavkovém salatu Na 100 g jedlé ¢asti Latky obsazené v hlavkovém salatu Na 100 g jedlé casti
Energie (kcal) 11 Zelezo (mg) 0.3
Tuky (g) 02 Vitamin A (ug) 187
Bilkoviny (g) 12 Vitamin BT {(mg) 0,06
Sacharidy (g) 11 Vitamin B2 (mg) 0,08
Vlaknina (g) 14 Vitamin B3 (mg) 03
Draslik (mg) 172 Vitamin B6 (mg) 0,06
Vapnik (mg) 20 Vitamin C (mg) 13
Horéik (mg) 9 Vitamin E (mg) 0.6

3.1.3 Bioaktivni slou¢eniny

Mezi hlavni bioaktivni latky rostlin se fadi fenolické slou¢eniny, produkty sekundarniho
metabolismu, které jsou vSudypfitomné v rostlinnych organech a ovliviiuji senzorické a
nutriéni vlastnosti potravin. Diky jejich antioxida¢ni aktivité, kterou mohou mit 1 vétSi nez
napf. vitamin C, byly u nich prokazany piiznivé G¢inky proti oxidativnimu stresu, zanétim,
rakoving, cukrovce nebo neurodegeneraci souvisejici s vékem (Seeram et al. 2006; Cuevas-
Rodriguez et al. 2010; Slatnar et al. 2012; You et al. 2012; Kim et al. 2016).

U lociky seté jsou uvadény jako hlavni podskupiny fenolové kyseliny a flavonoidy.
Nejveétsi  zastoupeni u salatu z fenolovych kyselin maji kyselina kavova, kyselina
chlorogenova a jejich derivaty. Celkovy obsah fenolovych kyselin métfeny jako obsah
derivatu kyseliny kavové se pohybuje mezi 0,2-2,0 mg/g v susiné. U Cervenych variant salatu
je pak toto mnozstvi vyssi a stejné tak obsah flavonoidi. Z méfeni provedenych Llorach et al.
(2008) byly v salatech identifikovany hlavné flavonoidy napf. flavonoly kvercetin a
kaempferol, anhtokyaniny a flavon luteolin (Zhao et al. 2007; Llorach et al. 2008; Kim et al.
2016).

Vyssi obsah celkovych fenoli u Cervenych odrid ve srovnani se zelenymi muze byt
tedy zptisobeno jak fenolickymi kyselinami (hlavné kyselinou kavovou a jejimi derivaty), tak
flavonoly, které jsou ptevladajici slozkou, zatimco U zelenych variant jsou hlavni slozkou
fenolové kyseliny. Dale pak mohou byt zodpovédné anthokyaniny, které zptisobuji ¢ervené
zbarveni u téchto variant. Celkové studie ukézaly, Ze hlavkovy salat poskytuje nejen
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rozmanitost bioaktivnich sloucenin, ale také jejich rizna mnozstvi mezi Kultivary salatu
(Llorach et al. 2008; Kim et al. 2016).

3.2 Sekundarni metabolismus rostlin

Metabolismus rostlin je rozdélen na primarni a sekundarni podle jejich biosyntetické
drahy a funkce. VétSina sekundarnich metaboliti vznikd syntézou z primarnich metaboliti
(aminokyseliny, sacharidy, lipidy). Biosyntéza primarnich metabolitd hraje zasadni roli pro
zivot rostliny (rast, reprodukce, metabolismus). Naopak sekundarni metabolismus je
definovan jako termin produkci molekul, které nejsou nezbytné pro pteziti organismu (Larson
1988; Alvarez 2014; Yang et al. 2018).

V piirod¢ sekundarni metabolity hraji duleZitou roli ve vztahu k Zivotnimu prostiedi.
Jsou klic¢ovymi slou¢eninami pro interakci rostlin s okolim pfi adaptaci na biotické 1 abiotické
stresové podminky (Yang et al. 2018). Rostliny je vyuzivaji k ochrané proti bylozravcim
nebo patogentim, ale mohou poskytovat i ochranu pied dalSimi stresy z prostiedi (BENNETT
& WALLSGROVE 1994), ¢i prispivaji ke specifickym pachim, chutim a zbarveni
(Ramakrishna & Ravishankar 2011). Neékteré rostliny vyuzivaji sekundarni metabolity
dokonce i ke komunikaci mezi rostlinami a piipadnymi symbiotickymi organismy (Yang et
al. 2018). Sekundarni metabolity se hromadi v malych mnozZstvich ve specializovanych
buikdch béhem specifickych vyvojovych stadiich rostlin nebo béhem stresu, kdy jsou
syntetizovany v reakci na expozici nékterych biotickych nebo abiotickych faktord (Seigler
1998; Alvarez 2014).

Rostlinné sekundarni metabolity byly diky své biologické aktivité vyuZivany jako
dialezitd soucast tradiéni mediciny. Déle jsou vyznamnym zdrojem pro vyrobu farmaceutik,
potravinatskych pridatnych latek, ptichuti, parfémi, kosmetickych prostfedkid, nutraceutik a
priamyslové dulezitych biochemickych latek (Ramakrishna & Ravishankar 2011; Yang et al.
2018). Vytézky téchto sloucenin z volné rostoucich rostlin jsou vsak Casto malé (méné nez 1
% suSiny) a extrakce a CiSténi Casové narocné. Navic obsah zavisi na fyziologickém a
vyvojovém stadiu rostliny (Ramachandra Rao & Ravishankar 2002). Biosyntézu a akumulaci
sekunddrnich metaboliti mohou ovlivnit rizné genetické, ontogenetické, morfologické a
environmentalni faktory. Akumulace je silné zavisla na riznych faktorech prostiedi, jako je
teplota, svétlo, pudni voda, slozeni pidy nebo salinita. Sekundarni metabolity mohou byt
postupné generovany v reakci na environmentalni stres, a proto je sekundarni metabolismus
povazovan za chovani rostliny, které je Castecné schopnosti adaptace a preziti v reakci na
podnéty z prostiedi béhem Zzivota a slouzi k navdzani vztahli mezi rostlinami a jinymi
mikroorganismy (Seigler 1998; Goyal et al. 2012; Yang et al. 2018).

Sekundarni metabolity maji riiznou strukturu a lze je rozdélit do ¢tyt zakladnich skupin
— polyfenoly, alkaloidy, terpeny a steroidy. Polyfenoly, steroidy a terpenoidy vykazuji kromé
svych specifickych biologickych aktivit, spole¢nou antioxidacni a protizanétlivou aktivitu.
Alkaloidy jsou pak skupina, ktera ma mimo jiné, fadu ucinkdi na nervovou soustavu
(BENNETT & WALLSGROVE 1994).
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3.2.1 Polyfenoly

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity produkované vysSimi rostlinami, které jsou
obsazeny v ovoci, zelening, obilovinach, kavé nebo caji (Daglia 2012). Flavonoidy, jedna ze
skupin polyfenolii, se stala nejprozkoumanéjsi skupinou rostlinnych polyfenoli. Nekteré
flavonoidy jako napiiklad kvercetin se nachazeji prakticky ve vSech rostlinnych produktech,
jiné jsou specifické pro né€které druhy, napiiklad flavanoly v citrusovych plodech (Manach et
al. 2004). Jejich pravidelna konzumace je spojena se snizenym rizikem fady onemocnéni.
antibakterialni uc¢inky. Mezi polyfenoly, které jsou taktéz pritomny v rostlinnych pletivech
jako fazeny 1 lignany nebo tiisloviny. Podle Manach et al. (2004) jsou polyfenoly obecné
povazovany za antioxidanty pusobici proti volnym radikalim a pomahaji tlumit proces
prirozeného starnuti, Parkinsonovu a Alzheimerovu chorobu. Jejich ucinky zavisi na
spotfebovaném mnozstvi a na jejich biologické dostupnosti. Polyfenoly jsou pak v téle
metabolizovany stfevni mikroflorou a sttevnimi a jaternimi enzymy (Alvarez 2014).

Po chemické strance se jedna o aromatické slouceniny s jednou nebo vice
hydroxylovymi skupinami. Chemickéd struktura mize byt rtiznorodd — od jednodussich
molekul tvofenych jednim aromatickym kruhem az po polymerni slouceniny typu
kondenzovanych tiislovin. Tyto slouceniny vychazi z fenylalaninu a jsou Casto také nazyvany
fenylpropanoidy. Vétsina fenolickych sloucenin se vytvaii v ramci fenylpropanoidové drahy,
ktera je zakladem tolerance abiotického stresu za pusobeni enzymu fenylalanin amoniak-
lyazy (PAL) (Chen et al. 2020).

Zakladem biosyntézy fenolickych sloucenin je vazba erythrosa 4-fosfatu s
fosfoenolpyruvatem (PEP). Touto cestou, jinak nazyvanou jako Sikimatovéa drdha, vznikaji
pfes meziprodukty hydrogensikimat a Sikimat, aminokyseliny fenylalanin a tyrosin.
Fenylalanin je pak vychozi molekulou fenylpropanoidové drahy, ktera dava vzniknout vice
nez 8 000 aromatickym slouCenindm. Prvni tfi kroky této drahy tvofi reakce obecné
fenylpropanoidové drahy a tvofii prekurzory pro dal$i metabolity. Z fenylalaninu je za pomoci
PAL odstépena dusikatad skupina za vzniku kyseliny skoficové, kterd pak pomoci enzymu
cinnamat-4-hydroxylazy (C4H) poskytne kyselinu p-kumarovou. Poslednim krokem je
pfeména této kyseliny na kumaroyl-koenzym A za pomoci enzymu 4-kumarat-CoA ligazy. Po
této spolecné cesté se metabolismus vétvi na rtizné podskupiny metaboliti napf. draha
flavonoidni, ligninova a dal$i. Né&kteti zastupci této skupiny maji strukturdlni funkci (napf.
lignin zpeviiujici bunéné stény), jini se podileji na obrang rostlin (napf. kumarin), opylovani,
ochrané proti UV zafeni a vyvoji semen, nebo se ucastni na kontrole ristu rostliny (Alvarez
2014; Sharma et al. 2019; Dong & Lin 2021).

3.2.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy obsahuji béznou uhlikovou kostru difenylpropanti, dva benzenové kruhy
spojené linedrnim fetézcem. Bylo identifikovano ptes 4000 flavonoidli v ovoci, zeleningé a
riznych népojich. Flavonoidy mohou byt dale rozdélené v zavislosti podle pfitomnosti dvojné
vazby pyranového kruhu, substituenti a polohy fenylu na flavonoly, flavony, flavanony,
flavanoly, anthokyanidiny a isoflavony (Obrazek 1) (Daglia 2012).
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Tyto latky se Casto nachazeji ve vakuole bun€k a jsou zodpovédné za barvu vétSiny
kvéth a ploda, funguji jako opylovaci atraktanty (pelargonidin, kyanidin, delfinidin), chrani
rostliny pfred UV-B zafenim (kaempferol), popf. pusobi jako atraktanty pro hmyz
(isokvercetin) nebo naopak byloZzravce odpuzuji (proanthokyanidiny). Ne&které z nich
(apigenin, luteolin nebo isoflavony daidzein a genistein) se také ucastni jako signalni
molekuly v ramci symbidzy bobovitych rostlin a bakterii rodu Rhizobium. Mnoho flavonoidi
je syntetizovano na zakladé stresovych podnéti, jako jsou zranéni, sucho, vystaveni tézkym
kovim a nedostatek zivin. Flavonoidy, zejména flavonoly a flavanoly, pusobi jako
antioxidanty pii ochran¢ rostlin pfed oxida¢nim stresem (Alvarez 2014).

Béhem poslednich dvou desetileti se flavonoidy staly popularni jako potravinové
dopliky. Jejich pouzivani prudce vzrostlo, coz vedlo k prozkoumavani jejich farmakokinetiky
a metabolismu a staly se zaroven nejprozkoumangéjsi skupinou rostlinnych polyfenolt (Teles
et al. 2018).

Flavanony Isoflavony Anthokyanidiny

Obrazek 1 - Rozdéleni jednotlivych tid flavonoidii a jejich chemické struktury.

Flavanoly tvoii velmi komplexni skupinu polyfenold v rozsahu od monomernich
flavan-3-olt az po polymerni prokyanidiny znamé jako kondenzované tfisloviny. Flavanoly
najdeme 1 ve slupkach nebo semenech ovoce a zeleniny, které se Casto pii konzumaci nebo
zpracovani odstranuji, ¢imz je také omezen jejich ptijem. Je potvrzeno, Ze flavanoly mohou
stimulovat hladiny oxidu dusnatého v krvi kufdkli a zvratit n€které naruSené funkce cév
souvisejici s kourenim (Brodowska 2017). Nejvyznamnéj$im zastupcem jsou katechiny, kdy
hlavnimi zdroji katechinu jsou zeleny a ¢erny ¢aj, Cervené vino, ¢okolada, meruiky, jablka,
broskve, cervené maliny a ostruziny. Katechin zabranuje oxidaci proteini diky své schopnosti
pohlcovat volné radikaly a sniZovat tim oxidacni stres (Manach et al. 2004). U¢innost
flavonoli jako antioxida¢nich cinidel vétSinou zavisi na jejich chemické struktuie.
Nejdulezitejsimi slozkami Gcinku tvofi tii strukturni atributy: katecholova struktura v kruhu
B, které funguje jako cilové misto pro radikaly; dvojna vazba mezi C2 a C3 v konjugaci s 4-
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keto skupinou, které jsou zodpovédné za delokalizaci elektronti z kruhu B a dalsi pfitomnost
hydroxylovych skupin v polohach 3- a 5- pro maximalni potencial vychytavani radikala.

Anthokyanidiny jsou skupinou piirodnich pigmentl, které ovliviiuji cervené, modré a
fialové zbarveni ptfitomné v mnoha plodech (napf. Cerny rybiz nebo borivky).
Anthokyanidiny hraji zasadni roli pfi kardiovaskularnich onemocnénich, rozkladu
cholesterolu a zrakové ostrosti. K nej¢astéjSim zastupcim patii malvidin, petunidin, kyanidin
a delfinidin (Brodowska 2017).

Flavanony jsou fenolické latky, které se vyskytuji ve vSech nadzemnich i podzemnich
castech rostlin. Jejich antioxidacni aktivita zavisi na poCtu a prostorovém umisténi
ucinky. Nachazi se hlavné v citrusech napft. hesperidin v citronu nebo naringenin v grepfruitu
(Manach et al. 2004).

Isoflavony na rozdil od ostatnich téid maji mensi vyskyt v rostlinach, kdy jsou uvadény
jako typické metabolity Celedi Fabaceae Hraji velkou roli pii tvorbé fytoalexinu, tj.
nizkomolekularnich sloucenin syntetizovanych a akumulovanych v rostlinach béhem stresu a
vyvolaném napf. Utokem mikrobl. Tyto aktivni obranné latky maji fungistaticke,
antibakterialni, antivirové a antioxidacni vlastnosti. Isoflavony se li§i navdzanim jejich B-
kruhu na C3 misto uhliku C2. S touto strukturni zménou souvisi i jejich vétsi fytoestrogenni
aktivita. Isoflavonoidy hraji mnoho roli v interakcich rostlina-mikrob, véetné symbiozy
rhizobia-lusténiny a obrannych reakci. Nejznaméjsi isoflavon je daidzein v soji (Dakora &
Phillips 1996; Ripodas et al. 2013).

Flavony se fadi mezi nejpocéetnéjsi podskupinu flavonoidd. Jsou distribuovany také
témét ve vSech rostlinnych pletivech. Jejich riznoroda role pfi interakcich s jinymi organismy
umozinuje jejich uplatnéni ve spousté odvetvi napt. v ekologii, zemedélstvi nebo lidské vyziveé
a farmakologii. Pfi interakcich rostlin S hmyzem mohou byt flavony pouzity jako pigmenty v
modrokveétych rostlinach, ¢imz piispivaji k pfitazlivosti opylovaci. Kromé ucinnosti jako
aktraktanty, mohou flavony pusobit i naopak, napf. potla¢it vyvoj zavije¢e kukufi¢ného. Tyto
procesy mohou byt velmi ¢asto zaméfeny také proti jinym Skidcim (Martens & Mithofer
2005).

3.2.1.2 Jiné fenolické latky

Mezi dalsi latky fenolického charakteru, které ale nemaji flavonoidni strukturu se fadi
fenolové kyseliny, tedy derivaty kyseliny benzoové nebo kyseliny skoficové, dale stilbeny a
lignany (Obrazek 2) (Manach et al. 2004).

Fenolové kyseliny jsou obvykle zastoupené v ¢aji, kavé a nékterych cervenych
generativnich i vegetativnich organech rostlin jako jsou maliny nebo fedkvicky. Nachazi se,
jak volné, tak konjugované s estery, ethery a dals$i fadou slouenin (jednoduché cukry,
organické kyseliny). V rostlinach zajiStuji ochranu pfed UV zafenim a byloZravcim a
ovlivilyji interakce mezi opylovaci a rostlinou. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii kyselina
kavova nebo kyselina skoficova (Abotaleb et al. 2020).

Lignany jsou tvofené dvéma fenylpropanovymi jednotkami. Jsou soucasti stén
rostlinnych bunék a vyskytuji se naptiklad v semenech rostlin. Zajistuji ochranu proti
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patogeniim nebo se Uc€astni pii kontrole riistu rostlin. Nejbohatsi zdrojem jsou Inéna seminka
(BENNETT & WALLSGROVE 1994; Alvarez 2014).

Stilbeny se vyskytuji v lidské stravé v menSim mnozstvi, obsahuje je hlavné vino. Jedna
se o malou skupinu fenolickych metabolitl, které se ti¢astni obrany rostlin. NejvyznamnégjSim
stilbenem je resveratrol, ktery vznika pti reakci na stres zpiisobeny zranénim nebo napadenim
patogenem. Pfi vyzkumu byly prokazany jejich antikarcinogenni ucinky a resveratrol je
povazovan za prospésny proti koronarnimu onemocnéni u lidi pro svou antioxidacni aktivitu a
podobné¢ jako isoflavony ma i fytoestrogenni ucinek (Manach et al. 2004; Alvarez 2014).

O g

OH

Kyselina skoiicova

Secoisolariciresinol O
HO,
AN

CH

Resveratrol
Obrazek 2 - Priklady zastupcit dalsich fenolickych latek.
3.2.2 Terpeny

Jedna se o rozsahlou skupinu odvozenou od opakujici se rozvétvené jednotky izoprenu
(2-methylbuta-1,3-dienu). Podle poctu péti-uhlikovych jednotek se déli dale na hemiterpeny
(C5), monoterpeny (C10), seskviterpeny (C15), diterpeny (C20), triterpeny (C30),
tetraterpeny (C40) a polyterpeny (pies C80) a vétSina terpentt ma cyklické formy. Obecné
plati, Zze seskviterpeny, triterpeny a polyterpeny vznikaji Vv cytosolu a endoplazmatickém
retikulu, zatimco ostatni skupiny v plastidech. Rostliny pak produkuji celou $kalu terpent ve
specializovanych strukturach jako jsou zlaznaté trichomy (Goyal et al. 2012; Alvarez 2014).

Mezi terpeny se fadi silice, které jsou tvofeny smési monoterpenil. Patfi mezi vonné
t€kavé slouceniny s nizkou teplotou varu, které pii poskozeni rostlin vytékaji na povrch. Na
vzduchu se méni na pryskyfice, které ptsobi ochrané pied bakterialnimi infekcemi. Terpeny
spadaji mezi t€kavé organické latky, diky kterym milZou rostliny interagovat s jinymi
organismy. Monoterpeny a seskviterpeny se fadi mezi dobfe znamé komunikacni slouceniny
Vv interakcich rostlina-hmyz, zatimco vys$Sim terpenim je pfifazovana funkce v boji proti
biotickym a abiotickym stresim, napi. karotenoidy (tetraterpeny), jako je P-karoten a
lykopen, poskytuji rostlinam barvu jako u rajcat (Rosenkranz et al. 2021).

Terpeny jsou pak i soucasti latexu u L. sativa. Hlavni slozky tvoii 15-oxalylové a 8-
sulfatové slouceniny guainilidovych seskviterpenovych laktond, laktucinu, deoxylaktucinu a
laktukopicinu. Seskviterpenové laktony jsou nestabilni a mohou pii rozkladu vést k akumulaci
kyseliny §tavelové v latexu uvoliiovanému pii poskozeni listd (Sessa et al. 2000).

Vyuziti terpenti je Siroké. Nékteré se pouzivaji jako dilezité farmaceutické ptipravky,

rrrrr
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Monoterpeny jsou hlavni slozkou vini rostlin ¢i éterickych olejti, které se pouzivaji
Vv parfumerii a primyslu zabyvajicim se aromatickymi latkami. Na Obrazek 3 je uveden
ptiklad dvou znamych terpenoidnich struktur (Cappiello et al. 2020).

CH3 CH3
HO
/C\
H,.C™ “CH. HsC”™ “CH,
limonen menthol

Obrazek 3 - Chemicka struktura monoterpenii.

3.2.3 Steroidy

Zakladem steroidlii je cyklopentanperhydrofenantren syntetizovany z tetracyklickych
terpentl. Hojné se vyskytuji v lusténinach napt. sezamu, cizrng, ¢occe nebo hrachu; dale pak
v rostlinnych olejich, ofeSich a semenech. Nejhojné&jsimi fytosteroly jsou p-sitosterol,
campesterol a stigmasterol (Obrazek 4), které tvoii integralni ptirodni slozky membran
rostlinnych bunék. Maji vlastnosti snizujici hladinu cholesterolu, antiaterosklerotické,
protizanétlivé a antioxidacni ptisobeni, a tim maji i ochranny ucinek proti kardiovaskularnim
chorobam ¢i protinadorovy ucinek (Ryan et al. 2007; Woyengo et al. 2009).

Stigmasterol [3 -sitosterol

YH OH

Campesterol Brassicasterol
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3.3 Stres rostlin

Rust a produkci rostlin negativné ovliviiuji pfirodni podminky v podobé rtznych
abiotickych a biotickych stresovych faktort. Stres Ize chapat jako biologicky stav, ktery brani
normalnimu fungovani a homeostaze nebo nepiiznivou silu, kterd mize zpiisobit deformaci
rostliny. Biologicky stav, ktery mtize byt pro jednu rostlinu stresem, mtize byt v§ak pro jinou
idedlni. Rostliny jsou vystavovany mrazivym teplotdm, zasolenim ptd, suchem nebo toxicitou
tézkych kovu. Zaroven jsou napadany riznymi viry, bakteriemi, ale i zivo¢ichy nebo produkty
jinych rostlin. VSechny tyto stresové faktory jsou pro né hrozbou a omezuji jejich celkovou
produktivitu a jejich plny potencial (Mahajan & Tuteja 2005; Jones & Jones 2010).

Stresova reakce rostlin je dynamicky proces, ktery je zavisly na intenzité a délce stresu.
Lze rozlisit nékolik fazi stresové reakce rostlin (Obrazek 5). V pocate¢ni nebo poplachové
fazi stresor zpusobi neaklimatizovanému organismu $ok a uroven tolerance stresu se snizuje.
Tato faze miiZe trvat pouze par sekund a dochazi pfi ni k celkovému poklesu vykonu rostliny,
Kk naruseni struktury a funk¢nosti membrany bunky.

Druha faze aklimatizace, muze trvat i n€kolik dni az tydnd, pfi niz se rostlina snazi
vytvofit novou homeostazu ve svém metabolismu béhem stresu a Groven tolerance stresu se
zvysi. V rostling probihaji opravné procesy a adaptace k pasobeni nového faktoru. K dosazeni
aklimatizace zahrnuje tato faze i morfologické a fyziologické zmény v organismu. Ve tfeti,
udrzovaci fazi se rostlina snazi udrzet nové zavedenou homeostazu.

Posledni fazi je vyCerpéni, kterd nastdva, pokud stres trva piili§ dlouho a rostlina
nedokaze udrzet novou homeostazu vyvolanou stresem. Pokud je rostlinny organismu
vycerpan, mize dochdzet k chronickym poskozenim nebo az kolapsu celé rostliny. Tato faze
je zéavisla na intenzité stresu a mize nastat diive, pokud za¢ne plsobit s vétsi intenzitou. PO
ukonceni stresu lze u rostlin pozorovat fazi zotaveni, kdy dojde k opétovnému nastoleni

bunécné homeostazy a obnoveni zivotnich funkci za nestresovanych podminek (Kosova et al.
2011).

Klid
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Uroveil tolerance . . . . o e
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Obrazek 5 - Schéma reakce rostlin na stresové faktory. Prevzato od (Leitdo et al. 2021b).
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3.3.1 Abioticky stres

V piirodé se stres nevyskytuje samostatn¢, ale mnoho stresovych faktori ptlisobi
soubézné a navzajem se ovliviiuji. Rizné stresové signaly, jak biotické, tak abiotické slouzi
jako iniciatory pro rostlinné buriky. Abioticky stres je hlavni pfi¢inou devastaci plodin po
celém svété, protoze snizuje pramérné vynosy vétsiny plodin az o 50 %, a tim je ohrozena
udrzitelnost zemédélské produkee.

Mezi abiotické stresové faktory (Obrazek 6) se fadi fyzikalni faktory jako je teplota,
salinita, nedostatek nebo piebytek vody, svétlo a dalSi zafeni, a potom stres zplsobeny
latkami typu tézkych kovi nebo pesticidi. Abiotické stresové faktory ovliviwuji tvorbu
sekundarnich metabolitd a celkovy rast rostlin. Sekundarni metabolity hraji hlavni roli pfi
prekondvani stresovych podminek, celkové adaptaci rostlin k prostfedi, podileji se na
ochrannych funkcich v reakci na podminky abiotického stresu napt. jednoduché a komplexni
fenolické slouceniny. Klicovym enzymem je tady vyse zminény PAL (EC 4.3.1.5), u kterého
bylo dokéazéno, Ze gen kodujici tento protein reaguje na fadu abiotickych streslt u mnoha
druht rostlin (Mahajan & Tuteja 2005; Tuteja & Sopory 2008; Oh et al. 2009; Ramakrishna
& Ravishankar 2011).

Abioticke stresové faktory

‘ l l * l |

Teplota i resi Zakeni el
/ Salinita ~ Vodni reZim Chemicky stres Mechanicky stres
Hork l Sucho, zaplavy v ' l . e
Orko  Chlad UV, svétlo Minerilni ionty Tézke kovy,
/ \ Toxiny pesticidy,
/ \ ’ aerorosoly
Ochlazeni  Mraz
i —
Vitr  Vihkost pidy SU0MerEence

Obrdazek 6 - Riizné abiotické stresové signdly vytvarejici stres v rostlindch. Prevzato od (Mahajan & Tuteja 2005).

Rostliny maji dvé hlavni strategie jako reakci na stres. Prvni spoc¢iva v preziti napt. ve
fyziologicky neaktivnim stadiu, a tim i1 vyhnuti se stresu. Ta druhd je aktivni reverzibilni
pfizptisobeni. Mezi zdkladni signdlni a regulacni molekuly, které se podili na zvladani
stresovych situaci u rostlin, patii vapnik, kyselina abscisova (ABA), kyselina salicylova (SA),
polyaminy a jasmondty. Aby rostliny dokdzaly celit €inklim stresovych faktort, vyvinuly
komplexni obranné mechanismy, které jim pomadhaji tolerovat abiotické stresy pomoci
adaptace. Prvnim krokem v abiotickych obrannych mechanismech je zachyceni signali
vyvolavajici stres a jejich prenos k pfislusSnym adaptivnim reakcim na trovni molekul.
Bunééné reakce jsou iniciovany primarné interakci extracelularnich molekul s proteinem
V plazmatické membrané. Tato molekula se nazyva ligand (elicitor) a protein, ktery s ni
reaguje je receptor (Ramakrishna & Ravishankar 2011; Lephatsi et al. 2021).

Stres je prvotné vniman receptory na membrané rostlinnych bunék, jako jsou
histidinkinazy (HK) a receptorové kinazy (RLK). Existuje stale vice dliikazl, Ze pravé RLK
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jsou hlavnimi regulatory abiotického stresu. Prijaty signal je pfendSen do ruznych
signaliza¢nich siti, které vedou signal dale do buriky, a to vede k aktivaci druhotnych posli
(Obrazek 7), mj. reaktivnich forem kysliku (ROS), eluci cytosolového vapniku, produkci
inositolfosfati nebo kaskadové zahajeni odpovédi mitogenem aktivovanych proteinkinaz
(MAPK). Tyto poslové pak ¢asto iniciuji fosforyla¢ni kaskadu a zaméfuji se na geny reagujici
na stres nebo na transkripéni faktory fidici tyto geny. Diky produktim stresovych geni, které
pomahaji rostliné piezit nepiiznivé podminky, muze dojit k adaptaci rostliny (Mahajan &
Tuteja 2005; Xu et al. 2008; Steinhorst & Kudla 2013).

V reakci na abiotické stresy se tak zvySuje biosyntéza sekundarnich metaboliti vetné
polyfenolti. Tyto slouCeniny maji antioxida¢ni ucinky, které jim pomahaji vychytavat
nadbyte¢né ROS, a tim chrani buiiku pied $kodlivymi u¢inky oxida¢niho stresu (Sharma et al.
2019).

Ca®
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Obrazek T - Prehled obranné signalizace u rostlin pod abiotickym stresem. Pri vnimaném stresu jsou aktivovany
sekunddrni poslové jako jsou ROS, Ca®* nebo NO, kteri pak indukuji rizné kindzy napr. mitogen aktivovanou proteinkindzu
(MAPK) nebo vapnik-zavislou proteinkindzu (CDPK). Tohle pak vede k aktivaci transkripcnich faktori (TF), enzymii a
proteinii, kteri dale aktivuji transkripci genii souvisejici s obranou proti stresum. Mimo jiné vznikaji i fytohormony, které taky
napomahaji k obrané rostlin napr. kyselina salicylova (SA), kyselina jasmonova (JA) a ethylen (ET). Prevzato a upraveno od
(Lephatsi et al. 2021).

Jak bylo zminéno vySe, signalizace hraje zasadni roli pfi obrané proti abiotickému
stresu. Signalizace pomoci Ca?* hraje zasadni roli ve specifi¢nosti reakci na stres, kdy po
kazdém vjemu stoupa hladina intracelularniho obsahu véapniku jako odezva. Mechanismus je
fizen rGznymi pumpami a kandly. Tyto zmény cytosolového vapniku se mohou vyskytovat
v riznych opakovanich, kdy frekvence signalu je zavisla na typu podnétu. Kazdy podnét ma
tedy vlastni origindlni informaci. Senzory véapnikovych signdlu mohou poté detekovat
jakékoliv zmény v hladindch a pfenaset informace za ucelem aktivace urcitych kaskad napf.
na vapniku-zavislou proteinkinazu (CDPK) (Yang et al. 2010; Steinhorst & Kudla 2013).

Nejcastejsi reakci rostliny pii abiotickém stresu je produkce ROS, které slouzi jako
mechanismus v€asné reakce. ROS se nachazi v mirnych hladindch u rostlin 1 béhem jejich
rlstu, abioticky stres vSak zptisobuje jejich nadmérnou produkci, ktera mize mit za nasledek i
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smrt. Jejich tvorba je bézna béhem vsech stresovych situaci a vétSinou i doprovazena jinou
signalni molekulou, i proto je mozné pouzit rizné senzory a tim vytvofit specifické signaly
pro ruzné typy a intenzity stresu (Mittler et al. 2011; Choudhury et al. 2017).

Pomoci fytohormoni mohou rostliny zesilit pocatecni stresové signaly v zavislosti na
typu stresu, se kterym se setkavaji. Tyto typy signalu mizou bud’ vyvolat novou, ale
podobnou signalizac¢ni sit’ jako je pocatecni, nebo iniciovat zcela odliSnou s jinymi slozkami.
Akumulace fytohormonti je c¢asto spojena s vyS$im vyplavenim ROS. NejcastéjSim
fytohormonem tcastnicim se u abiotickém stresu je ABA (Huang et al. 2012).

Zatimco signalizace pomoci ROS a vapniku se fadi mezi rychlé, kindzova kaskada
MAPK patii mezi pomalejsi, ale neméné dilezité signalizace v rostliné. Kaskada MAPK je
vysledkem fady fosforylacnich reakci, které aktivuji pfislusné geny v reakci na rtizné podnéty.
Kromé toho MAPK pifi stresu interaguji s ostatnimi sekundarnimi posly (ROS, vapnik) nebo/a
fytohormony. Tyto interakce maji za nasledek fizené zmény v biochemickych, metabolickych,
transkrip¢nich sitich, které vedou k pieziti a aklimatizaci (Menges et al. 2008; Devireddy et
al. 2021).

3.3.1.1 Sucho

Stres z vodniho prostfedi maze byt dvoji — bud’ v disledku prebytku vody nebo deficitu
vody, ktery je Cast&jsi moznosti. Pfebytek vody nebyva Castym problémem jako jeji deficit,
dochézi u né€j 1 k mensim nasledkiim mj. k deficitu kysliku, nahnivani kotfenového systému a
vadnuti rostliny.

Stres ze sucha je jednim z nejvyznamngjSich abiotickych faktord ovliviujici rist a
vyvoj rostliny. Obvykle byva doprovazeny i vysokymi teplotami a slune¢nim zafenim, kdy se
dostupna voda v pud¢ snizi na kritickou hodnotu a atmosférické podminky ptispivaji k
jejitrvalé ztraté. Vystaveni stresu suchem zplsobuje u rostlin bunécnou dehydrataci
ovlivitujici negativné osmozu, ptispiva ke ztraté vody v membrané a dochéazi k naruseni jeji
dvojvrstvy. Membrana nasledné ztraci svoji integritu, selektivitu a funkénost v ni pfitomnych
enzymu (Mahajan & Tuteja 2005; Xu et al. 2010; Ramakrishna & Ravishankar 2011).

Kli¢ovy signalni hormon pfi projevech stresu suchem je vySe zminéna ABA, ktera je
vétSinou produkovéna v kofenech a transportovdana do vyhonki, kde reguluje cinnost
priducht. Vétsi mnozstvi ABA v listech je vysvétlovano, ze akumulace ABA fyzikalnimi
nebo chemickymi signaly kofenti by pfimo regulovala pohyby stomat. Kdyz je tedy rostlina
vystavena mirnému suchu, priduch mize byt ziuZzen zaznamenanim fyzikalnich nebo
chemickych signali. Pokles stomatalni vodivosti mize omezit rychlost fotosyntézy a
transpiraci vody. Vyzkumy ukazaly, ze vysokou hladinu ABA lze eliminovat, kdyZ je rostlina
zavlaZzovana do optimalniho vodniho stavu, coZ vedlo k otevieni stomat. Naopak pii rychlé
dehydrataci nedochazi k zadnému navyseni hormonu ABA. Celkovy rozsah stimulace
zavlazovanim zavisi rovnéz na predeslé intenzit€¢ a dobé trvani stresu, kdy silny stres miize
vyvolat i poskozeni tkani (Steudle 2000; Chaves et al. 2003; Wan et al. 2009; Xu et al. 2010).

Zmény V obsahu primarnich a sekundarnich rostlinnych sloucenin zptsobenych stresem
ze sucha se 1i8i v zavislosti na rostling a ¢asti rostliny pouzivané ke konzumaci (Rajabbeigi et
al. 2013). Sucho ¢asto zptsobuje oxidaéni stres, béhem kterého se zvysuji hladiny flavonoidi
a fenolovych kyselin, ovliviiuje pomér chlorofylu ,,a“ a ,,b* a karotenoidi (Anjum et al. 2003)
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nebo dochazi k snizeni obsahu saponini (Ramakrishna & Ravishankar 2011). Savoi et al.
(2016) zjistili zvysené mnozstvi fenylpropanoidli, monoterpent a tokoferolt u hroznii vinné
révy, zatimco akumulace karotenoidl byla nizsi nez u rostlin netrpici deficitem vody. Dale
bylo zjisténo, ze obsah fenolickych sloucenin, jako je kyselina kdvova, byl snizen v kofenech
napf. u povijnice batatové, zatimco rozpustné fenoly (napt. kvercetin) byly zvyseny u tfezalky
(De Abreu & Mazzafera 2005; Saqib et al. 2017). Konkrétné u hlavkového salatu De Abreu &
Mazzafera (2005) prokazali celkové zvysSeni obsahu fenolt, flavonoidu luteinu a doSlo i k
vyznamnému narastu anthokyanini v reakci na stres ze sucha.

3.3.1.2 Zasoleni

Zvyseny obsah soli v pid¢ nebo ve vodé je jednim z hlavnich stresti zejména v suchych
a polosuchych oblastech a také muZze vazné omezit rust a produktivitu rostlin. Zasolené
prostfedi vede k bunécné dehydrataci, které zplisobuje osmoticky stres a odstranéni vody
Z cytoplazmy. Solny stres ¢asto vytvaii iontovy stres, ktery vede k akumulaci nebo snizeni
specifickych sekundarnich metabolitl v rostlinach. Salinita v dané oblasti zavisi na nékolik
riznych faktorech, jako je mnozstvi odpatrovani, intenzita svétla, druh rostliny nebo mnozstvi
srazek. Vysoké koncentrace soli mize dokonce snizovat porovitost pudy, a tim je pro rostlinu
stav nedostatku vody a mutze mit podobu fyziologického sucha. Kromé iontovych a
osmotickych komplikaci vede solny stres také k oxidativnimu stresu prostfednictvim zvySeni
mnozstvi ROS, jako je superoxid, peroxid vodiku a hydroxylové radikaly. Ke zmirnéni a
napravé poskozeni zplisobeného ROS, si rostliny vyvinuly specifické obranné mechanismy,
mj. fotorespiraci nebo xantofylovy cyklus. Hladiny ROS jsou regulovany rychlosti jejich
tvorby, rychlosti reakce s cilovou latkou (napf. nukleové kyseliny, lipidy, proteiny) a rychlosti
vychytdvani enzymatickymi a neenzymatickymi antioxidanty. Hlavni ionty, které se podileji
na signalizaci solného stresu, zahrnuji Na*, K*, H* a Ca?" (Sudhakar et al. 2001; Mahajan &
Tuteja 2005; Yazici et al. 2007; Ramakrishna & Ravishankar 2011; Acosta-Motos et al.
2017).

Pii vyvolani stresu zasolenim byl pozorovan nartst obsahu polyfenoli v rtiznych
pletivech. Sarikamis & Cakir (2017) zjistovali hladinu glukosinolatu glukorafaninu
(prekurzoru sulforanu, ktery je spojovan s protirakovinnymi U¢inky) v brokolici, jehoZ obsah
byl u stresované rostliny nizsi. U stresu vyvolaného soli se zvysuje hladina anthokyanint jako
reakce na stres napt. u Bruguiera parviflora, L. nebo Grevillea ilicifolia (Parida & Das 2005),
na druhou stranu u druht citlivych na stl jako jsou brambory se hladina anthokyanini snizila
(Daneshmand et al. 2010).

3.3.1.3 Teplota

Teplota siln¢ ovliviiuje metabolickou aktivitu rostlin. Kolisani teploty ma ucinek na
propustnost bariér, rychlost intracelularnich reakci rostlinnych bunék a muze nasledné
ovlivnit rist a produkci sekundarnich metabolitd. Vysoké teploty mohou vyvolat pired¢asné
starnuti listl nebo zptlisobit zmény ve slozeni cytoskeletu, ovliviiuji rist rostlin, metabolismus
a produktivitu. Pti extrémni vysoké teplot¢ muze dojit az k poskozeni bunék nebo bunécné
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smrti. Vysoka teplota tedy zpiisobuje vaznéjsi a rychlejsi poskozeni nez stres chladem, ale na
druhou stranu je méné Casté (Morison & Lawlor 1999).

Nizka teplota je jednim z nejSkodlivéjSich abiotickych stresi ovliviujici zejména
rostliny mirného pasu, které upravuji sviij metabolismus a zvysuji tak obsah fady ochrannych
sloucenin, aby se dokazaly ptizpisobit zménam teploty. Béhem zimovani vyuzivaji cukerné
alkoholy (sorbitol), rozpustné cukry (sachar6zu) nebo nizkomolekularni dusikaté slouc¢eniny
(prolin). Hlavnim rizikovym ucinkem zmrazeni je poskozeni membrany, spojené s akutni
dehydrataci. Ta je spojena s lipidovou strukturou v membrané a tzv. ptechodovou teplotou.
Podil nenasycenych mastnych kyselin v membrané ovliviiuje ,tekutost membrany, ktera se
muze po piekroCeni prechodové teploty zménit z polotekutého stavu na semikrystalickou.
Rostliny citlivé na chlad maji obvykle vyssi podil nasycenych mastnych kyselin, a tim i vyssi
teplotu prechodu. Druhy odolné proti mrazu se naproti tomu vyznacuji vy$$im podilem
nenasycenych mastnych kyselin a odpovidajicim zpisobem nizsi teplotou ptechodu (Mahajan
& Tuteja 2005; Janska et al. 2010; Ramakrishna & Ravishankar 2011).

Hlavnim faktorem pro zvyseni tolerance viaci chladu je fenomén zvany ,studena
aklimatizace®, kterd ma za nasledek ochranu a stabilizaci integrity bunécnych membran,
posileni antioxidacnich mechanismi, zvySenou mezibunéfnou hladinu cukri a akumulaci
kryoprotektantti, mj. polyamint, které chrani intracelularni proteiny indukujici geny
koédujicich molekularni fetézce. Rovnéz i vapnik je dilezitym poslem v draze pienosu signalu
pii nizkych teplotdch. Zména hladin cytosolického vapniku je nezbytnym prvnim krokem v
mechanismu snimani teploty, ktery umoziuje rostlin€ 1épe odolavat budoucimu chladovému
stresu (Mahajan & Tuteja 2005)

Stres z chladu zvySuje produkeci fenolt a jejich nasledné zabudovani do bunééné stény
v ramci latek jako suberin nebo lignin. Ukazalo se, Ze lignifikace nebo zabudovani suberinu
chrani rostliny vii¢i nizkym teplotam nebo pted poskozenim mrazem (Griffith & Yaish 2004).
U jinych rostlin (napt. u jabloni) se jako uc¢inna kryoprotektivni latka ukazala kyselina
chlorogenova. Lei et al. (2004) uvedl, Ze melatonin chrani chladovou apoptézou a zlepsSuje
kliceni béhem mrazu (Posmyk et al. 2009). Nizsi teplota taky podporuje akumulaci
anthokyanint u jahodniku, ale zpomaluje tim rist bunék (Morison & Lawlor 1999). Nizsi
teploty pidy pak zpisobily v rostlinach zvyseni hladin steroidli a saponint, napt. u perilly
krovité (Szakiel et al. 2011).

Jednim z hlavnich duasledkt stresu vysoké teploty je opét nadmérnd tvorba ROS.
Rostlina je schopna do urcité miry tolerovat tepelny stres fyzickymi zménami ve svych
organech a €asto vytvarenim signalli pro zménu metabolismu, zejména produkci rozpuSténych
latek, které jsou schopny organizovat proteiny a bunécné struktury, udrzovat bunécény turgor a
modifikovat antioxida¢ni systém tak, aby obnovil homeostazu. Hlavnimi hormony
produkovanymi pii stresu z vysoké teploty jsou auxiny, SA a ABA. SA =zabranovala
oxidativnimu poSkozeni ROS v membranach v rostlinach, je tedy z jednim faktord k zvySeni
tepelné odolnosti, stejné tak jako klicovy hormon ABA, ktery ovliviiuje uzavirani priaduchu
pii osmotickém stresu. Stres z vysoké teploty zvysuje u cCeledi Brassicaceae akumulaci
fenylpropanoidii, zatimco koncentrace Kkarotenoidi byly po tepelném oSetfeni snizeny
(Ramakrishna & Ravishankar 2011; Hasanuzzaman et al. 2013; Qu et al. 2013).
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3.3.1.4 Svétlo a zafeni

Svétlo je fyzikalni faktor, ktery muze ovliviiovat produkci metabolitd. Fenolické
slouceniny, jako jsou flavanoidy nebo hydroxyskoficova kyselina, ptsobi jako primarni
slozky absorbujici svétlo, zejména UV-B. Ochranné Gc¢inky flavonoidl jsou pfipisovany jejich
schopnostem pohlcovat volné radikaly, pienaset je jako volné elektrony nebo aktivovat
antioxida¢ni enzymy a inhibovat oxidazy (Heimler et al. 2007; Rajabbeigi et al. 2013).

Celkove¢ zafeni ovliviiuje hladinu anthokyanind, ktery byl pozorovan napft. u jablek, kdy
dochazi ke stimulaci jejich tvorby pii UV zafeni o vinové délce 280-300 nm (Arakawa et al.
1985), rovnéz Zhong et al. (1991) popsali pozitivni vliv svételného zafeni na produkci
anthokyaninua v in vitro suspenznich kulturach Perilla frutescens L. Larson (1988) uvadi
pokles listovych tfislovin a fenolickych slozek u zastinénych vrb. Dale bylo pozorovano, Ze i
UV-B zvySuje obsah sekundarnich metaboliti typu dalSich flavonoidi (Fischbach et al.
1999), polyaminu (Kramer et al. 1991), a celkové aktivitu PAL, spojené s poklesem obsahu
chlorofylu (Liang et al. 2006). De Abreu & Mazzafera (2005) popsali zvysenou akumulaci
celkovych fenolu u tiezalky nevonné pii stresu z UV zafeni, naproti tomu Rajabbeigi et al.
(2013) zadnou zvysenou akumulaci u L. sativa nepotvrdili. Avsak u obou vyzkumu doslo
k narastu produkce kvercertinu, a pouze lehkému nardstu anthokyanind.

3.3.1.5 Chemicky stres

Chemicky stres 1ze rozdélit do dvou skupin — nutri¢ni, kdy rostliny trpi nedostatkem
nebo nadbytkem minerdlli pro jejich spravnou funkcénost a toxicky, ktery se tyka latek
znec€istujicich pudu a vodu jako jsou tézké kovy, pesticidy nebo i 1éCiva, jak je popsano dale.
V soucasné dobé& prevlada kontaminace Zivotniho prostiedi t€émito chemikaliemi, coz je velmi
znepokojivé, jelikoz rostliny maji schopnost tyto latky absorbovat (Martins et al. 2011;
Galieni et al. 2015; Chen et al. 2020; Kolahi et al. 2020).

Jak bylo uvedeno vyse, rostlinné buiniky jsou schopné zmirnit Skodlivé ucinky a
poskozeni, které mohou byt zplisobeny volnymi radikaly, prostiednictvim rlznych
antioxidacnich obrannych systémi. Enzymatické antioxidanty, jako je superoxiddismutaza
(SOD), katalaza, (CAT), askorbatperoxidiza (APX), guajakolperoxiddza (GPX) a
glutathionreduktdza (GR) a neenzymatické antioxidanty, které zahrnuji askorbat (AsA),
glutathion (GSH), karotenoidy alkaloidy, tokoferoly, prolin a fenolické slou¢eniny slouzi jako
lapace volnych radikalii. Tyto enzymy a rostlinné metabolity se podileji i na detoxikaci kova
na bunééné urovni (Jibril et al. 2017; Ighodaro & Akinloye 2018).

Ackoliv nékteré¢ tézké kovy (napt. zinek, nikl, Zelezo a dalsi) jsou v nizkych
koncentracich pro nékteré metabolické pochody nezbytné, jejich zvySené koncentrace maji
negativni dopad na fotosyntézu, tvorbu biomasy a rast rostlin. Koncentrace sekundarnich
metabolitl jsou Casto zavislé na podminkach péstovani a maji vliv na metabolické cesty
(Ramakrishna & Ravishankar 2011; Chalker-Scott & Fuchigami 2018). Napiiklad nikl ve
stopovych mnoZstvich je zédkladni sloZkou enzymu ureazy, pottebny pro vyvoj rostlin. AvSak
zvySené koncentrace tohoto kovu rist zpomaluji (Ramakrishna & Ravishankar 2011). Naopak
nizka koncentrace Zeleza zpisobuje zvySené vyluCovani fenolovych kyselin z kofend.
Produkci sekundarnich metaboliti také ovliviwji ionty kovi, jako jsou lanthan, europium,
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stiibro nebo kadmium. Nékteré stopové prvky pak omezuji biosyntézu anthokyanini inhibici
PAL (Krupa et al. 1996), kdy vyznamna redukce téchto pigmenti byla prokazana v dusledku
stresu Ni (Hawrylak et al. 2007). Dédle bylo prokazano, ze Cu?* a Cd*" vyvolavaji vyssi
vytézky sekundarnich metabolitd, jako je shikonin nebo digitalin (Ramakrishna &
Ravishankar 2011).

Chen et al. (2020) poukazali, ze rozdily v metabolismu fenold mohou vznikat na
zaklad¢ rozdilné tolerance hliniku mezi genotypy salatu. Pii stresu tolerantni genotypy rychle
zvySily aktivitu enzyml souvisejicich se syntézou fenold, ¢imz se zvysila biosyntéza
unikatnich polyfenolickych sloucenin, a tim se zvySila akumulace fenolti v rostlinnych
bunkach. V disledku toho byly rostliny schopny zmirnit oxidac¢ni stres vyvolany hlinikem.

3.4 Xenobiotika

Lidské ¢innost poskytla svétu Sirokou Skalu chemickych latek, které se bud’ zdmérné
nebo ndhodou mohou dostat do Zivotniho prostiedi jako jeho kontaminanty. Jedna se vétSinou
o cizorod¢ slouceniny, obecné¢ nazyvané jako xenobiotika. Kromé béznych organickych
polutantti a pesticidll se sem fadi mimo jiné i 1éCiva a jejich rezidua. Zvysujici se povédomi o
znecisténi zivotniho prostiedi znamend i zvysSujici se pocet hlaSenych mist (Schroder &
Collins 2002; Leitao et al. 2021a).

Tyto polutanty, pochdzejici hlavné z odpadnich vod domacnosti nebo farem, se
vyskytuji v pitné vod¢, pidée ¢i sedimentu, kam se dostavaji po prichodu organismem. Velkou
mirou tomu pfispiva i napt. nadmérné pouzivani 1€¢iv v chovu zvifat, které ma za nasledek
zneCisténi orné pudy. Konvencni procesy cisténi odpadnich vod casto nedokazi mnoho
Z téchto sloucenin odstranit a v odpadnich vodach cistiren odpadnich vod jsou detekovany
vyznamné hladiny 1écivych latek, které se pohybuji v koncentracich mezi nanogramy na litr
az mikrogramy na litr. Xenobiotika se mohou v rostlinach hromadit riznymi zpisoby a
potencialné kontaminovat potravni fetézec. Krom¢ toho neni oblast o interakcich mezi
xenobiotikem a rostlinou, jako je absorpce, transport a metabolické cesty, tolik prozkoumana i
kdyz je prokazané, Ze rostliny jsou schopna xenobiotika z kontaminované pidy ¢i vody
absorbovat (Ternes et al. 2007; Bartha et al. 2010; Leitdo et al. 2021a).

Podle Schroder & Collins (2002) vykazuji rostliny podobné zptisoby detoxikace jako
jatra savc, kteti jimi metabolizuji vétsi ¢ast xenobiotik. Enzymaticka degradace xenobiotik v
rostlinach obvykle zahrnuje nékolik krokt, nezZ se vytvoii ,,bezpecny* produkt urcité stability.
Béhem rostlinného metabolismu xenobiotik dojde k aktivaci znecistujici latky
prostiednictvim specifickych enzymatickych reakci (faze I), nasledovanych detoxikaci
pomoci konjugace (faze II) a sekvestraci slouéenin z citlivych organel (faze III).

Piijjem xenobiotik kofenem a jeho pohyb rostlinou je zéavisly hlavné na fyzikalng-
chemickych vlastnostech dané latky, a je popsany kofenovym koncentracnim faktorem
(RCF). Tento faktor je dan vzorcem — Log (RCF —0,82) = 0,77*log (Kow — 1,52).

Jak jiz bylo zminéno vyse, prvnim krokem degradace xenobiotik je aktivace, vétSinou
katalyzovana P-450 monooxygenazami nebo peroxidazami (POX). Tyto enzymy jsou
lokalizovany v membranach bundk, v apoplastu nebo cytosolu. Cinnosti enzymi dochazi

v

k vytvofeni hydroxylové skupiny, na kterou se pak mohou vazat polarné;si latky.
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Po fazi aktiva¢ni nasleduji konjugacni reakce. Zde jsou navazany na aktivovana
xenobiotika molekuly cukrti, aminokyselin nebo gluthathionu v zavislosti na struktufe a jejich
aktivnich mistech. Tento pfenos je zprostfedkovan enzymy glykosyltransferazami (EC
2.4.1.X) a glutathion-S-transferazami (EC 2.5.1.18). Pifestoze jsou témito reakcemi
slouceniny nebo Stépeny za vzniku reaktivnich molekul, které jsou vyluCovany z zivé buiky a
ukladany v bunécné stén¢ nebo apoplastu (Schroder & Collins 2002; Bowles et al. 2005;
Huber et al. 2009).

Glykosylace je kliCovym mechanismem metabolické homeostazy bunck, jelikoz se
svymi Cetnymi funkcemi a rozmanitosti moznych substrati (mj. bunééné hormony,
xenobiotika nebo sekundarni metabolity) hraji glykosyltransferdzy hlavni roli pfi tlumeni
dopadt biotickych nebo abiotickych stresovych faktord na rostlinu. U vyssich rostlin mohou
glykosidy xenobiotik a glykosidy flavonoidii podléhat dalsi transformaci, a tou je malonylace.
Jedna se o dalsi specificky adaptacni systém k Gpravé molekul a vytvari se pfi ni modifikacni
struktury flavonoidi. Tato reakce je katalyzovana malonyltransferazami, ktera pouziva
malonyl-CoA jako donor katalyzujici transacylaci v fadé fenolickych a naftolovych glykosida
(Schroder & Collins 2002; Manjasetty et al. 2012; Bartikova et al. 2015).

Mnoho xenobiotik, metaboliti a konjugati neni schopno diky své velikosti projit
lipidovou membranou. Z toho divodu musi byt translokovany pomoci specifickych
transportnich proteinti zahrnujici hlavné dvé skupiny pfenasect, jmenovité transportéry ATP-
binding cassette (ABC) a multidrug and toxins extrusion (MATE). Krom¢ xenobiotik jsou
tyto transportéry také zapojeny do ptenosu Siroké Skaly endogennich sloucenin, vcetné
auxind, flavonoidi, konjugati GSH a chelatord kova (Conte & Lloyd 2011; Nuruzzaman et
al. 2014).

3.4.1 Léciva

Léciva se fadi do skupiny neregulovatelnych kontaminantii, které zahrnuji produkty
osobni €1 veterinarni péce, ale 1 pesticidy, herbicidy a dalsi primyslové slouc¢eniny o nichz se
predpoklada, Ze maji dlouhodoby Gcinek na ekosystém. Z divodu vyznamného naristu téchto
kontaminanti v prostfedi je nezbytné pochopit, jak tyto slouceniny mohou ovlivnit
metabolismus rtiznych organismil, zejména pak rostlin i S ohledem na pocet hlaseni o Castych
vyskytech téchto latek jak v evropskych zemich, tak i mimo né. Pfi expozici kontaminantl
rostliny aktivuji své obranné mechanismy proti oxida¢nimu stresu, coz vede k produkci
signalnich molekul a riznych druhli proteinti bojujici proti tomuto stresu, vcetné téch
souvisejicich se sekundarnim metabolismem (Huber et al. 2009; Garcia-Rodriguez et al. 2014,
Leitdo et al. 2021a).

Projevy oxida¢niho stresu, a tim i zvyseni produkce signalnich molekul, bylo prokazano
v mnoha studiich, kdy Dordio et al. (2011) popisovali zvysenou aktivitu SOD a CAT u Typha
spp. kontaminovanych karbamazepinem (CBZ). Alkimin et al. (2019) sledovali uc¢inky tfi
1éc¢iv - paracetamolu, diklofenaku a chlorpomazinu na Lemna minor L. a Lemna gibba L., kde
prokazali rovnéZ zvySenou aktivitu CAT u vSech tif 1éCiv.

Klicovou roli u detoxikace 1¢é¢iv (a celkové 1 u xenobiotik) hraji u rostlin
glykosyltransferazy (UGT). Vétsi mnozstvi glykosidu byla detekovana u Phragmites australis
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CAV. kontaminované benzimidazolovym anthelmintikem (Podlipna et al. 2013) nebo pfi
vystavenim vétStho mnozstvi organochloridii, coz dokazuje ucinnou adaptaci rostliny na
chemicky stres a zlepSenou ochranu rostlin (San Miguel et al. 2013).

Leitdo et al. (2021) prokazal zvySenou aktivitu cinnamylalkoholdehydrogenazy
Vv kofenech salatu kontaminovaného CBZ. Tento enzym se podili na metabolismu
fenylpropanoidi, které jsou jako jedny z hlavnich sekundarnich metaboliti spojeny s riznymi
druhy strest. Navic enzym PAL také vykazoval vy$si hodnoty u kofenti pii kontaminaci timto
lé¢ivem nad kontrolou, coz odpovidalo, ze aktivita PAL se zvySuje v zavislosti na faktorech
prostiedi, jako je oxidacni stres (Sharma et al. 2019).

Rostliny ovliviiuji i toxické latky typu pesticidi nebo insekticidl, pfi nichz se také
aktivuji biosyntetické drahy fenoll se zvySenou akumulaci fenolickych latek a vétsi odolnosti
proti témto xenobiotikiim. V listech je naopak zvySend akumulace anthokyaninu, které pak
pomahaji k obnoveé fotosyntetické ucinnosti rostlin (Sharma et al. 2016; Wang et al. 2019).

3.4.2 Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen) je Siroce rozsifené analgetikum, antiflogistikum a
antipyretikum v humanni mediciné a kazdy rok se ho spotiebuje fadoveé miliardy davek. Jedna
se tak 0 jednu z moznych problémovych slou¢enin ve vodnich spolecenstvich. Toto Ié¢ivo se
pravdépodobné muze nachizet v jakémkoli vodnim ttvaru ovlivnéném surovou nebo
vycisténou odpadni vodou, véetné fek, potoki, jezer a nadrzi a podzemnich vod. Mnohé se
pouzivaji jako zdroje pitné vody, a to muze mit vliv nejen na lidské zdravi, ale i ohrozit
dynamiku ekosystému. (Glick 2003; Huber et al. 2009; Yang et al. 2011).

Chemicky se jedna o benzenovy kruh s navazanou hydroxylovou skupinou a amidovou
skupinou v poloze 1 a 4 (Obrazek 8). U savcu je paracetamol detoxikovan v jatrech, kde pfi
nizkych davkach podléha sulfataci a glukoronidaci a vede k tvorbé prislusnych neaktivnich,
netoxickych konjugatt. Intoxikace nastava pii poziti vysokych koncentraci 1é¢iva, kdy mize
byt vytvofen N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), reaktivni metabolit, ktery interaguje s
proteiny a nukleovymi kyselinami (Huber et al. 2009).
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Obrazek 8 - chemicka struktura paracetamolu.

Huber et al. (2009) zkoumali detoxikaci paracetamolu v Armoracia rusticana L.
Dokazali, ze oba nejvyznamngj$i detoxikacni mechanismy (konjugace s GSH a tvorba
glukosidii) se soucasné podileji na metabolismu paracetamolu. Metabolit paracetamol-
glukosid byl dominantni metabolitem, zatimco konjugace s GSH se probihala vyhradné s
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toxickym NAPQI a vyzadovala aktivaci paracetamolu komplexem enzymu monooxygenazy
P450. NAPQI piedstavoval ale pouze malou ¢ast metabolitu.

Bartha et al. (2010) ukazali, ze rostliny Brassica juncea L. jsou schopné piijmout,
metabolizovat a hromadit paracetamol nejen v kotenech, ale i v jedlych vyhoncich. Zatimco
v kofenovych pletivech byl dominantni GSH konjugat, v pletivech listd byla vyssi
koncentrace glykosyl-konjugatu a nevykazovala zadny vyznamny pokles ani po tydnu. Na
zaklad¢ téchto méfeni se zda, ze glykosyl-konjugat je stabilni metabolit a hlavni detoxikacni
proces se zda byt lokalizovan v listech rostlin.

Nadmérné mnozstvi paracetamolu ma vliv i na primarni metabolismu rostlin. Kudrna et
al. (2020) prokazali vyznamné snizeni fotosyntézy, stejné tak chlorofylu. Zaroven se
zvySenou koncentraci paracetamolu, doslo ke zvySeni obsahu karotenoidl. Lze tedy fict, ze
zvySené mnozstvi karotenoidu Vv listech salatu je reakci rostlin na xenobiotika a poskytuji tak
ochranu pied oxida¢nim poskozenim (Pierattini et al. 2018).

Zavérem lze fict, Ze existuje mnoho studii, které dokazaly, Ze xenobiotika ovliviiuji
sekundarni metabolismus rostlin i jejich pfiblizny mechanismus, nicméné je tohle téma
oteviené k dalSimu a podrobn¢jSimu studiu.
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4 Metodika

Nomenklatura odbornych nazvi rostlin byla zpracovana podle Klice ke kvétené CR
(Slavik & Stépanova 2011).

4.1 Pouzité materialy a pristroje
4.1.1 Vychozi latky a pouzita Cinidla

Butylovany hydroxy toluen (BHT)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH2PO4.2H,0)
Dusitan sodny (NaNO3)

Etanol

Folin-Ciocalteuv roztok

Fosfatovy pufr pH 50mM, 7.4,

Fosfore¢nan sodny dodekahydrat (NazPO4.12H>0)
Heptamolybdenan amonny tetrahydrat ((NH4)sM07024.4 H20)
Hydrogenfosfore¢nanu sodny dihydrat (Na2HPO4.2H20)
Hydroxid sodny (NaOH)

Chlorid draselny (KCI)

Chlorid draselny pufr 25mM, pH 1

Chlorid hlinity hexahydrat (AICIl3.6H20)

Kyselina askorbova

Kyselina chlorovodikova (HCI)

Kyselina sirova (H2SOa4)

Ledova kyselina octova

Molybdenan amonny

Molybdenan sodny

Octan sodny

Octan sodny pufr 0,4M, pH 4.5

Peroxid vodiku (H205)

Uhli¢itan sodny (Na2CO3)

Voda destilovana

Voda ultradista

4.1.2 Pristrojové vybaveni

Laboratorni sklo (k&dinky, varné baiky, zkumavky)
Liebigiv zpétny chladi¢

pH metr

Pipety

Spektrofotometr

SuSéarna

Vodni lazen
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4.1.3 Rostlinny material

Pro sledovani vlivu paracetamolu na obsahové latky byla pouzita odrida lociky seté
'Kral M3aje’. Material byl ziskan zrostlin péstovanych ve skleniki v ramci nadobovych
pokusu pii pouziti jednorazové (A) nebo opakované (CH) zalivky testované latky. Rostliny
byly vystaveny péti riznym koncentracim paracetamolu — 0 (kontrola, V1), 5 uM (V2),
50 uM (V3), 500 uM (V4) a 5 mM (V5). Vzorky byly odebirany pied zahajenim pokusu a
pak po 24, 48, 72, 168, 240 a 336 h. Polovina rostlin byla po 48 h, jiz po probéhlém odbéru,
vystavena opétovné davce paracetamolu o své stejné koncentraci, a tato zalivka byla
opakovana kazdych 48 h.

Pro dalsi sledovani vlivu paracetamolu byl ziskan i rostlinny material z rostlin
pestovanych za stejnych podminek, ale paracetamol byl aplikovan foliarn€ pouze jednou, a to
v koncentraci 5 mM (V2) a sledované parametry pozorovany proti kontrole (V1).

Sesbirany material byl vysusen v suSarné pii 40° C, a poté uchovan v temnu a suchu.
Rostlinnd hmota byla nasledné rozemleta v mlynku PULVERISETTE 14 (Fritsch) a pfeseta
pres sito (355), aby byla zajisténa homogenita testovaného materialu.

4.2 Pouzité metody

4.2.1 Priprava extrakti

Do varné banky bylo navazeno piiblizn¢ 0,3000 g homogenizovaného rostlinného
materialu, ktery byl extrahovan 85% etanolem. Extrakce probihala ve vodni lazni zahfaté na
80 °C pod Liebigovym chadi¢em (Obrazek 9) a k zabranéni skrytému varu byly pfidany varné
kaminky. Smés s 15 ml etanolu byla zahfivana 30 minut a po zfiltrovani do odmérné banky na
25 ml (Obrazek 9) byla extrakce vzorku zopakovana jesté jednou za stejnych podminek.
Objemy rozpoustédel byly nésledné spojeny a ptipadné doplnény v odmérné baiice po rysku.

Obrdzek 9 - Extrakce pod Liebigovym zpétnym chlazenim (vievo) a filtrace vzorkit do odmérnych (25 ml) banék (vpravo).
Foto autora (2021).

4.2.2 Stanoveni celkovych flavonoidi

Ke stanoveni celkovych flavonoida (TFC) byla pouzita spektrofotometricka metoda
vyuzivajici vzniku komplexu mezi flavonoidy a hlinikem podle (Ying & Wan 2012). Do
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zkumavky bylo napipetovano 400 pl extraktu, ke kterému bylo ptidano 160 pl destilované
vody. Po pridani 120 pl 5% NaNO: se nechal vzorek inkubovat pii laboratorni teploté a po 5
minutach bylo ke smési pridano 120 pl 10% AICIls a vzorek se opét nechal inkubovat dal$ich
6 minut. Na zavér bylo ptidano 800 ul 1M NaOH a vzorek doplnén na 2 ml destilovanou
vodou. Absorbance vzorku byla méfena pii 415 nm a celkovy obsah flavonoidu byl vypocten
z kalibra¢ni kiivky a vysledek byl vyjadien v ekvivalentu kvercetinu (QE) v mg/g suché
hmotnosti.

4.2.3 Stanoveni celkovych fenola

Ke stanoveni celkového fenolického obsahu byla pouzita Folin-Ciocalteu metoda
(Marinova et al. 2005), kdy probiha oxidace fenolickych latek v alkalickém prostiedi za
vzniku méfeného modrého komplexu. Do zkumavky bylo napipetovano 500 ul extraktu, ke
kterému bylo ptidano 1,5 ml 10x zfedéného roztoku Folin-Ciocalteu. Vyslednd smés se
nechala 6 minut inkubovat pti laboratorni teploté a nasledné bylo napipetovano 1,6 ml 7%
Na>COs. Vysledny roztok byl doplnén destilovanou vodou na celkovy objem 5 ml. Vysledny
roztok byl 90 minut inkubovan ve tmé pfti laboratorni teploté a nasledné byla zméfena jeho
absorbance pii 760 nm. Celkovy obsah fenoli byl vypocten z kalibracni kiivky a vysledky
byly vyjaditeny v ekvivalentu kyseliny gallové (GAE) mg/g suché hmotnosti.

4.2.4 Stanoveni celkovych fenolickych kyselin

Ke stanoveni celkovych fenolickych kyselin byla pouZita upravend metoda dle Ceského
Iékopisu 2017. Do zkumavky bylo napipetovano 200 ul extraktu, ke kterému bylo nasledné
ptidano 200 pl 0,5M HCI, 200 pl NaNO2, 200 pl NaoMoOas, 400 pl 1M NaOH a 800 pl
destilované vody. U vysledné smési byla po promichani zméfena jeji absorbance pii 490 nm a
celkovy obsah fenolickych kyselin byl zjiStén z kalibraéni kiivky a vysledky byly vyjadfeny
v ekvivalentu kyseliny kavové (CAE) v mg/g suché hmotnosti.

4.2.5 Stanoveni celkového obsahu anthokyanini

Ke stanoveni celkového obsahu anthokyanini byla pouzita diferenéni metoda podle
(Park et al. 2018). Se zménami pH anthokyaninové pigmenty prochazeji reverzibilni
strukturni transformaci, ktera se projevuje odliSnymi spektry absorbance. M¢éteni bylo
provadéno pii pH 1 a pH 4,5. Do jedné zkumavky bylo napipetovano 200 pl extraktu a 1,8 ml
pufru chloridu draselného (pH 1) do druhého rovnéz 200 pl extraktu a 1,8 ml pufru octanu
sodného (pH 4,5). Smési byly inkubovany 15 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté. Vysledny
roztok byl bezbarvy a meéfeni absorbance bylo provedeno pii 510 a 700 nm. Vysledna
absorbance byla vypocitana podle vzorce:

A = (A510 — A700)pH1 — (A510 — A700)pH 4,5
, kdy A je absorbance celkova, A510 pH 1 je absorbance u pH 1 pii 510 nm, A700 pH 1
je absorbance u pH 1 pti 700 nm, A510 pH 4,5 je absorbance u pH 4,5 pti 510 nm a A700 pH

4,5 je absorbance u pH 4,5 pti 700 nm.
Koncentrace (mg/l) anthokyaninii byla vypocitdna podle vzorce:
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mg
- = Ax MW x DF x 1000)/(e x 1)

A — celkova absorbance

MW — molarni hmotnost; 449,2

DF — faktor fedéni

€ — absorpéni molarni koeficient cyanin-3-glukosidu (26,900) 0 Mw=449,2

Vysledné hodnota byla piepocitana na mg/g.
4.2.6 Stanoveni antioxida¢ni kapacity

Ke stanoveni byla pouzita spektrofotometricka metoda (Prieto et al. 1999) zaloZena na
redukci molybdenu z oxida¢niho ¢isla VI na V analytem vzorku a nasledné tvorbé zeleného
fosfore¢nan/molybden v kyselém prostiedi. Do zkumavky bylo napipetovano 50 ul extraktu
spolu s 50 pl ultracisté vody a 1 ml ¢inidla pro stanoveni antioxidacni kapacity pfipraveného z
fosfore¢nanu sodného a heptamolybdenanu amonného v pritomnosti kyseliny sirové.Vysledna
smés se vzorkem byla 1,5 hodiny zahtivana v 14zni pii 95 °C. Po vychladnuti bylo provedeno
mefeni absorbance pii 695 nm a kapacita vypocitana jako ekvivalent kyseliny askorbové (AE)
V mg/g susiny.

4.2.7 Vychytavani peroxidu vodiku

Vychytavani peroxidu vodiku (hydrogen peroxide free-radical scavenging ability; HP-
FRSA) byla stanovena podle Park et al. (2018). Bylo pfipraveno 20 pul 33% peroxidu vodiku
ve 100 ml fosfatového pufru o pH 7,4. Do Eppendorfovych zkumavek bylo pfidano 0,1 ml
extraktu, 0,6 ml pfipraveného peroxidu a 0,3 ml fosfatového pufru. Smés byla méfena proti
slepému vzorku, kterym byl fosfatovy pufr o pH 7,4 a kontrola roztoku 0,4 ml pufru a 0,6 ml
¢istého peroxidu. Jako standart byla pouzita kyselina askorbova. Smési byly inkubovany 10
minut pii laboratorni teploté ve tmé. Po inkubaci byla zméfena absorbance pii 240 nm pomoci
spektrofotometru. Aktivity pohlcujici peroxid vodiku byly vypocteny nasledovné:

Aktivita pohlcovani radikald peroxidu vodiku (%) = (A0 — A1)/(A0) x 100)

, kdy AO je absorbance kontroly a Al je absorbance vzorku. Stejnym zplisobem
probéhlo stanoveni i u zbyvajicich vzork.

4.2.8 Statisticka analyza

K testovani rozdili byla pouzita one-way ANOVA. Prikazné rozdily na hladiné
vyznamnosti 0=0,05 mezi priméry byly testovany pomoci Tukey HSD post-hoc metody. Tyto
testy se provadély po zamitnuti nulové hypotézy, kdy p je mensi nez 0,05 a poméhaji ndm
nalézt homogenni skupiny v testovanych datech (Lep$ & Smilauer 2016). Veskeré vypodty
byly provedeny v programu Statistica 13.5 (Statsoft, Tulsa, USA)
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5 Vysledky

5.1 Aplikace paracetamolu zalivkou

5.1.1 Stanoveni celkovych flavonoidii

Na Graf 1 je uveden celkovy obsah flavonoidi (TFC) v listech salatu v zavislosti na
pusobeni paracetamolu aplikovaného jednorazovou nebo kontinualni zalivkou. Nejvyssi
hodnota TFC byla namétena po 240 h v rostlinach, kde byl pouzit opakované roztok o
koncentraci 50 uM. Nejnizsi hodnota byla ale namétena také u chronicky zatizené varianty, a
to po 168 h v pfipad¢ zalivky o SmM koncentraci paracetamolu. Vzhledem k tomu, ze na
zaklad¢ provedené statistiky je hodnota p mensi nez 0,05, existuje statisticky vyznamny rozdil
v celkovém obsahu flavonoidli mezi méfenymi vzorky.
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Graf 1 - Stanoveni celkového obsahu flavonoidii po aplikaci paracetamolu. V1=kontrola, V2=5 uM, V3 = 50 uM,
V4 = 500 uM, V5=5 mM. Oranzové vyznacend chronicka zalivka, modre jednorazova. Hodnoty predstavuji priumer 3 méreni
+3D, (F,12 102)=216,02, p=0,0000.

Béhem prvnich téech dnti od zahajeni pokusu, TFC v susiné kontroly (V1) kolisal, kdy
po 72 h byl obsah mensi v porovnani s prvnimi dvéma odbéry. Po 168 h a 336 h doslo k
opétovnému narustu obsahu flavonoidd, ale mezi nimi byl v ramci odbéri zaznamenan
vyrazny pokles v ptipadé vzorkt ziskanych po 240 h.

Béhem prvniho dne meéfeni doSlo u vétSiny xenobiotikem oSetfenych rostlin k
viditelnému snizeni hodnot TFC oproti kontrole, s uréitou vyjimkou v pfipadé pouzité
koncentrace 50 uM (V3, 24 hod). Po dal$ich 24 h se nicméné mnozstvi flavonoidi u vSech
stresovanych variant zvysilo a u salatu, kde byl aplikovan 500uM roztok (V4, 48 h), bylo
jejich mnozstvi vEétsi ve srovnani s neoSetienymi jedinci.
aplikace od 72 h dal, k nartstu TFC po zbyvajici dobu experimentu. Vyjimku tvoii 240 h, kdy
byl obsah flavonoidi nizky jak oproti pfedchozimu, tak i nasledujicimu odbéru, a tento pokles
je pozorovan i u kontrolni varianty. Nicméné hodnota TFC byla stale vySs$i ve srovnani s
kontrolou, coz platilo i u ostatnich odbért (72-336 h). U chronické davky pii pouziti
koncentrace 5 uM nebyl vyrazny rozdil mezi ni a akutni. V dalsich intervalech hodnoceni, s

34



vyjimkou 240 h, bylo mnozstvi flavonoidi spiSe mensi, ale opét bylo vyss$i nez u
neosetfenych salatu.

U varianty 3 (50 uM) bylo rovnéZ po prvnich tiech dnech pozorovano zvyseni TFC u
jednorazové zalivky ve srovnani s kontrolou, s vyjimkou odbéru po 168 h. Celkové byl obsah
po jedné aplikaci paracetamolu kolisavy a nejvyssi po 240 h. U chronického vystaveni
dochazelo po 72 h k pozvolngjsimu navyseni TFC az do konce experimentu oproti kontrole,
které az na 168 h bylo spiSe mensi nez v ptipad¢ akutniho ptisobeni.

Z Graf 1 vyplyva, ze TFC byl také zvySen u V4 (500 uM), ve srovnani s neosetfenymi
variantami, po 72 h u jednorazové zalivky s maximem po 240 h. V ptipad¢ posledniho odbéru
nebyl pozorovan rozdil. U opakované zalivky paracetamolem doslo nejprve opét k poklesu
TFC po 72 a 168 h, jak proti kontrole, tak ptedchozim métenim (V4, 48 h) a prvnimu zptisobu
zalivky. V poslednich dvou odbérech, byl ale jiz nartst patrny a hodnoty TFC po 336 h
ptesahuji ty u jednorazové zalivky.

Pfi nejvyssi jednordzové aplikované koncentraci paracetamolu (5 mM; V5) doslo po
prvotnim poklesu ke zvySovani TFC v prvnich tfech dnech ve srovnani s kontrolou.
Nésledovalo opét kolisani obsahu flavonoidt, ktery byl ale v pifipadé 240 h o néco
vyrovnangj$i. Stejn¢ jako v piipadé V4, tak i chronickd zalivka zpusobila po 72 h nejprve
pokles, ktery se jesté prohloubil po 168 h. Po 10 a 14 dnech od za¢atku experimentu byl ale
zjistén opétovny narust TFC, jak proti kontrole, tak postupné i ostatnim variantdm a
jednorazové aplikaci.

Graf 2 ukazuje TFC na konci experimentu po aplikaci roztokd v obou rezimech zalivek.
Se zvysujici se koncentraci paracetamolu (V2-V5) se u akutni varianty obsah flavonoida po
aplikaci 5uM roztoku vyznamné zvysil v porovnani s chronickou zalivkou a kontrolou. U
vys§iho mnozstvi paracetamolu statisticky vyrazny narGst, az na V4, byl pouze oproti
kontrole. Naopak po opakované aplikaci 500uM a 5mM zalivky se TFC u téchto variant
vyznamné zvysil ve srovnani s kontrolou 1 jednorazovym oSetfenim, jak bylo popsano vyse.
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Graf 2 - Celkovy obsah flavonoidii po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedend v grafu byla
provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, + SD, F (4,20) =131, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za
statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM.
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5.1.2 Stanoveni celkovych fenoli

Na Graf 3 je uveden celkovy obsah fenolti (TPC) u salatu v zavislosti na piisobeni stresu
paracetamolem, kterému byly rostliny vystavené pomoci akutni a chronické zalivky. Nejvyssi
naméfena také u chronické zalivky, a to u V3 (50uM koncentrace) po 72 h. Vzhledem k tomu,
ze na zaklad¢ provedené statistiky je hodnota p mensi nez 0,05, existuje statisticky vyznamny
rozdil v celkovém obsahu fenold mezi méfenymi vzorky.

Na grafu lze také vidét, ze dochazi k postupnému navyseni TPC jak u kontrolnich, tak u
vzorki oSetienych paracetamolem. U jednordzové zalivky byl ve vétSin€ sledovanych odbéra
pozorovatelny nartst obsahu fenolickych latek, v porovnani s kontrolou, po aplikaci 5-500
UM roztokli. V nékterych sledovanych intervalech byl ale u téchto variant zaznamenan
podobny nebo 1 nizs§i TPC (V2, 24 h; V4, 240 h; V2, V4, 336 h). V piipadé pouziti nejvyssi
koncentrace (V5) bylo v jednotlivych odbérech zjisténo, Ze jsou zde hodnoty TPC v susiné
pomérné kolisavé.

V ptipadé chronické zatéZze obsah celkovych fenold v pribéhu méfeni rovnéz
nevykazoval jednoznacnou zavislost na zvySujici se koncentraci pouzitych roztoki
paracetamolu. Po druhé aplikaci doslo k naristu pouze u V2 (5 uM, 72 h), zatimco u ostatnich
variant byl TPC ve srovnani s kontrolou niz8i nebo srovnatelny. Viditelny narast obsahu
fenolickych latek u vSech paracetamolem oSetfenych rostlin byl nasledné sledovan po 168 h,
kdy byl vétsi i ve srovnani s jednorazovou zalivkou. V nasledujicich odbérech se pak tento
rozdil spiSe srovnal, a s vyjimkou V2 a V4 (336 h) byly hodnoty TPC u salatu, chronicky
vystavenému tomuto stresu, mensi nebo srovnatelné s akutni aplikaci a kontrolou.
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Graf 3 - Stanoveni celkového obsahu fenolii po aplikaci paracetamolu. V1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 =
500 uM, V5=5 mM. Oranzové vyznacend chronicka zalivka, modre jednordazova. Hodnoty predstavuji prumer 3 méreni #+SD,
(F,12 102)=26,452, p=0,0000.

Graf 4 ukazuje TPC opét na konci experimentu po aplikaci jak jednorazové, tak i
opakované zalivky. Se zvysujici se koncentraci paracetamolu (V2-V5) kolisaji hodnoty jak u
akutni varianty, tak chronické. Obsah fenolti po jednordzové aplikaci 50 uM roztokd byl
statisticky vyssi v porovnani s ostatnimi variantami, s vyjimkou chronické zalivky V3. U
rostlin oSetfenych zbylymi koncentracemi (V2, V4 a V5) byl zaznamenan spiSe ubytek fenoli
oproti kontrolnimu vzorku.
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U chronické zalivky doslo k vyznamnému zvySeni TPC jiz po aplikaci paracetamolu
nejnizsi koncentrace oproti ostatnim variantam, kde takovy vliv nemél. Naopak po opakované
aplikaci 50 uM (V3) byl naméfen nejmensi obsah fenolickych latek, ktery se ale vyraznéji
nelisil od jednorazové zalivky V4 a V5.
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Graf 4 - Celkovy obsah fenolii po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedend v grafu byla
provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, + SD, F (4,20) =71,30, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za
statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a VV'5=5 mM.

5.1.3 Stanoveni celkovych fenolickych kyselin

Graf 5 ukazuje celkovy obsah fenolickych kyselin (PAC) u salatu po aplikaci
jednorazové a opakované davky paracetamolu v zavislosti na koncentraéni fadé. Nejvyssi
hodnota byla naméfena u jednorazové aplikovaného 50 uM roztoku po 336 h. Nejnizsi
hodnota byla naméfena naopak u chronické zalivky pii 5 mM koncentraci po 168 h. Na grafu
je vidét, Ze obsah PAC se u stresovanych rostlin (V2-V5), az na vyjimky, spiSe zvySoval
oproti pocatku (V1, 0 h). Vzhledem k tomu, Ze na zakladé provedené statistiky je hodnota p
mensi nez 0,05, existuje statisticky vyznamny rozdil v celkovém obsahu fenolickych kyselin

mezi méfenymi vzorky.
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Graf 5 - Stanoveni celkového obsahu fenolickych kyselin po aplikaci paracetamolu. V1=kontrola, V2=5 uM, V3 =

50 uM, V4 = 500 uM, V5=5 mM. Oranzoveé vyznacena chronicka zalivka, modre jednorazova. Hodnoty predstavuji prumer 3
méreni +SD, (F,12 102)=187,54, p=0,0000.
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U kontrolniho vzorku (V1) béhem prvnich dvou dnli nedoslo k vyraznym zménam.
Mirny pokles PAC byl pozorovan po 72 h, ale v dalSich odbérech se postupné obsah téchto
metabolith zvysil.

V priabehu prvnich dvou dnli nebyly rozdily PAC u paracetamolem oSetienych vzorka
oproti neoSetfenym tak viditelné, jako v pfipadé¢ napi. TFC. Po 24 h hodnoty obsah
fenolickych kyselin u V3 (50 uM) spise klesl, ale uz po 48 h byl vyssi ve srovnani s
kontrolou. U odbéru po 72 h v ptipad¢ jednorazové kontaminace substratu se PAC zvysilo i s
nartistajici koncentraci paracetamolu, coz bylo pozorovano i chronické zalivky. V ostatnich
intervalech dochazelo spise ke kolisani hodnot PAC u obou zptisobti zatizeni, kdy s vyjimkou
V3, V4 a V5 (168 h), V5 (240 h) a V3 (336 h) nebyl pfili§ rozdil mezi jednordzovym a
opakovanym zatizenim.

U nejnizsi koncentrace (V2) dochazelo ke kolisani hodnot, jak u chronické, tak akutni
zalivky, i kdyz u n€kterych odbéri se hladina PAC drzela u podobnych hodnot jako kontrola,
jako napft. u odbéru pii 24 h nebo 168 h. Hodnoty PAC u opakované davky a jednorazoveé
jsou si podobné. U nasledujici jednorazové aplikované koncentrace (V3) dochazelo
K postupnému zvySovani hladiny fenolickych kyselin az do odbéru pii 168 hodin, kde se PAC
nelisily od kontroly, ale nasledné jejich obsah opét rostl. U chronické zalivky dochazelo
k nardstu PAC hned ze zacatku po 168 h, kdy jejich obsah za¢nul pomalu klesat pod hodnoty
kontrolni.

Na grafu lze pozorovat, ze u V4 (500 uM) se po prvnich 48 hodinach se obsah PAC
neméni, jak jiz bylo zminéno vyse. K jejich narustu dochazelo pti dal§im odbéru (72 h) a pti
poslednim odbéru (336 h). U chronické zalivky dochazelo nejprve k navysSeni obsahu PAC
V porovnani s jednorazovou, ale pti dalSich odbérech se jejich obsahy srovnavaly. U nejvyssi
koncentrace (V5) dochazelo opét ke kolisani hodnot u akutni zalivky, stejné tak i u chronické.

Na Graf 6 je znazornén PAC na konci experimentu po aplikaci jak jednorazové, tak i
opakované zalivky. V obou provedenich doslo, s vyjimkou V4, ke statisticky vyznamnému
snizeni PAC po aplikaci testovanych roztoki. Pouze u koncentrace 50 uM, v ramci sledovani
akutniho stresu, byl obsah fenolickych kyselin vyznamné zvysen.
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Graf 6 - Celkovy obsah fenolickych kyselin po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedend v grafu
byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD, F (4,20) =387,54, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami
za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM.
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5.1.4 Stanoveni celkovych anthokyanini

Na Graf 7 je uveden celkovy obsah anthokyanind u salatu v zavislosti na pusobeni
stresu paracetamolem vystaveného rostliné pomoci akutni a chronické zalivky. Nejvyssi
namefena naopak pravé pii 5 mM koncentraci po 24 h. Vzhledem k tomu, ze na zakladé¢
provedené statistiky je hodnota p mensi nez 0,05, existuje statisticky vyznamny rozdil v
celkovém obsahu anthokyanini mezi méfenymi vzorky.
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Graf 7 - Stanoveni celkového obsahu anthokyaninii po aplikaci paracetamolu. V1.=k0ntl’0|a, V2=5 uM, V3 =50
uM, V4 =500 uM, V5=5 mM. Oranzové vyznacena chronicka zalivka, modre jednorazova. Hodnoty predstavuji priimer 3
méreni +SD, (F,12 102)=4,2794, p=0,0000.

U kontroly (V1) doslo k postupnému snizovani obsahu béhem prvnich dvou dnt.
Hodnota TAC klesla u kontroly nejniZe pfi odbéru 168 h. Nejvétsi narist nastal mezi 168 h a
240 h, ale pii dalsim odbéru byl opét zjistén pokles a celkovy obsah anthokyanini se piili§
nelisil od prvniho odbéru.

U dvou nejnizsich pouzitych koncentraci paracetamolu (V2 a V3) vyplyva z grafu
stejny trend jako u V1, s vyjimkou naristu TAC po 24 h. U Dalsich dvou odbért dochazelo
k poklesu obsahu anthokyanint, kdy poté opét nastal nartst pii 240 h a nasledny pokles u
jednorazové zalivky. Hodnoty TAC byly v poslednich dvou odbérech u V2 a V3 v porovnani
s kontrolou nizsi. U opakované davky paracetamolu nastal podobny prubéh, s vyjimnkou u
V2 v 72 h, avsak hodnoty TAC byly mnohem niz$i neZ u akutni zalivky (V2), ptipadné ne tak
rozdilné (V3).

U koncentrace 500 uM (V4) doslo k poklesu TAC pii odbéru 72 hod po opétovném
oSetfeni paracetamolem. V nasledujicim odbéru bylo u jednorazové zalivky pozorovano mirné
zvySeni anthokyaninli oproti kontrole, ale jak po 240, tak i 336 h byl TAC ve srovnani
S neoSetfenymi vzorky mensi. Rovnéz u chronické zalivky nastal pokles obsahu anthokyaninil
po 72 hod srovnatelny s jednordzovou aplikaci, ktery se jest€¢ vice projevil po 168 h. Pii
dalSich odbérech ale obsahovaly vicenasobné oSetfené rostliny vice TAC neZ u akutni
varianty, toto mnozstvi v§ak bylo ve srovnani s kontrolou nizsi.

U nejvyssi koncentrace (V5, 5 mM) nastal po 168 a 336 h vyrazny nartist TAC u jednou
osetfenych rostlin, zatimco u odbérti po 72 a 240 h byl obsah téchto latek oproti kontrole
mens$i. V ramci chronické aplikace se u pfisluSnych vzorkli mnoZstvi anthokyanint pfilis
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nezménilo nebo bylo jako v ptipadé poslednich dvou odbérti také mensi pti porovnani s
kontrolou. Nicméné byl TAC po 240 h vyssi u chronicky oSetfené varianty nez u akutni.

Na grafu 8 je vidét TAC na konci experimentu, kdy ukazuje, ze u akutni varianty se
TAC vyznamné snizil se zvySujici se koncentraci paracetamolu (V3, V4). Nicméné u nejvyssi
koncentrace (V5) doslo k vyraznému nartistu TAC jak ve srovnani s kontrolou (V1), tak i1 se
zbylymi oSetfenymi rostlinami, jednorazové i kontinualné. Graf dale ukazuje, ze u chronické
zalivky nastalo snizeni TAC u vSech variant koncentraci, ale SuM roztok zpiisobil nejveEtsi
pokles, srovnatelny s V4 u jednorazového oSetfeni. Ostatni koncentrace se s vyjimkou
kontroly mezi sebou nelisily.
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Graf 8 - Celkovy obsah anthokyaninii po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedend v grafu byla
provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, + SD, F (4,20) =31,261, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za
statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM.

5.1.5 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Na grafu 9 je uvedena antioxida¢ni kapacita (PAP) u salatu u kterého byla aplikovan
paracetamol v jednorazové nebo chronické davce v zavislosti na rostouci koncentracni fady.
Nejvys$si hodnota byla naméfena u koncentrace 5 mM po 336 h u akutni zalivky. Nejnizsi
hodnota byla namétena naopak pravé u kontroly na zac¢atku experimentu. Vzhledem k tomu,
ze na zakladé provedené statistiky je hodnota p mensi nez 0,05, existuje statisticky vyznamny
rozdil v antioxida¢ni kapacité¢ mezi métenymi vzorky.

Kontrola (V1) v prvnich dvou dnech postupné u jednorazové zalivky rostla a po poklesu
pii nasledném odbéru (72 h) méla dale opét rostouci tendenci. U nejnizsi koncentrace (V2)
dochazi k nartstu az po odberu 168 h, kdy piedchézejici tii odbéry byla hodnota stejna, presto
byla pii 24 a 72 h vys$i nez kontrolni. PAP nésledné vzrostla i pfi odbéru 240 h, ale pii
poslednim se snizila na uroven kontroly (336 hod) klesd. Rostouci trend v prubehu cCasu je
z grafu patrny 1 u chronické zalivky V2, kdy je sice nizs§i ve srovnani akutni, ale po 336 h je
ve srovnani s kontrolou vyssi.

Rostouci tendenci byla zaznamenana az do odbéru pii 240 hodinach u dalsich dvou
koncentraci (V3 a V4) u jednorazové zalivky, kdy dochazi k mirnému poklesu az béhem
posledniho odbéru. U chronické davky paracetamolu doslo Kk narusti pii 168 hod a poté
k naslednému poklesu hodnot PAP. Pii poslednim odbéru dosSlo k opétovnému nartstu.

40



Hodnoty u koncentrace 50 uM (V3) vykazovaly vétsi antioxidaéni aktivitu nez u 500 uM
(V4). Stejn¢ tak u chronické zalivky jsou hodnoty PAP vys$i u nizsi koncentrace (V3),
s vyjimkou posledni odbéru, kdy se hodnoty vyrovnavaji.

U nejvyssi koncentrace nebyl pozorovan vyraznéjsi narastu PAP az do odbéru pii 168
h, kdy se poté zvysil PAP u jednorazové zalivky jak proti kontrole, tak i chronické zalivce.
K nartstu doslo i u chronické zalivky pii 336 h ale k vyrazné mens$imu nez u akutni zalivky.
V predchazejicich odbérech byla PAP, az na 240 h, ve srovnani s neoSetfenymi rostlinami
VySSi.
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Odbér 0 hod Odbér 24 hod Odbér 48 hod Odbér 72 hod Odbér 168 hod Odbér 240 hod Odbér 336 hod
Graf 9 - Stanoveni antioxidacni aktivity po aplikaci paracetamolu. V1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 = 500
uM, V5=5 mM. Oranzové vyznacenda chronicka zalivka, modre jednordzova. Hodnoty predstavuji priimer 3 méreni +SD,
(F,12 102)=564,83, p=0,0000.

Na grafu 10 je vidét PAP na konci experimentu po aplikaci jak jednorazové, tak i
opakované zalivky. Ukazuje nam, ze u akutni zalivky doslo ke zvySeni PAP se stoupajici
koncentraci paracetamolu. Nejvice antioxida¢ni aktivitu ovlivnila 5mM (V5) koncentrace
roztoku, nejméné SuM (V2), ktera se statisticky neliSila od kontroly. Graf dale ukazuje, Ze
vlivem chronické zalivky nastal naopak u V2 vyrazny narGst oproti neoSetfenym rostlinam.
PAP rovnéz vyznamné zvysila i opakovana aplikace ostatnich roztokt (V3-V5), jejich ucinek
byl vSak ve srovnani s V2 mensi a mél klesajici trend.
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Graf 10 - Celkovy obsah anthokyaninii po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedend v grafu byla
provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD, F (4,20) =850,74, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za
statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM.
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5.1.6 Vychytavani peroxidu vodiku

Na grafu 11 je uvedena aktivita vychytavani peroxidu vodiku u salatu v zavislosti na
pusobeni stresu paracetamolem vystaveného rostliné pomoci akutni a chronické zalivky.
pozorovana u opakovan¢ aplikovaného roztoku stejné koncentrace po 168 h. Vzhledem k
tomu, Ze na zakladé provedené statistiky je hodnota p mensi nez 0,05, existuje statisticky
vyznamny rozdil ve schopnosti vychytavat peroxid vodiku mezi méfenymi vzorky.

i

VIVIVIVEYS VIWaVEVEVS  vivawvivae vs O VIVAVIVEVS  yiwavswaws VIV2VBWAVS L VIV2VE VA VS
Odbér0hod  Odbér24 hod Odbér 48 hod Odbér 72 hod Odbér 168 hod Odbér 240 hod Odbér 336 hod

Graf 11 - Stanoveni vychytavani peroxidu vodiku po aplikaci paracetamolu. VV1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM,
V4 = 500 uM, V5=5 mM. Oranzové vyznacend chronicka zalivka, modre jednorazova. Hodnoty predstavuji priumer 3 mérent
+3D. (F,12 102)=58,986, p=0,0000.

V pribéhu sledovaného intervalu bylo zjiSténo, ze u kontrolnich vzorki (V1) dochéazelo
k postupnému poklesu schopnosti extraktu vychytavat H>O,. Extrakty pfipravené ze suSiny
salatu odebraného po 240 h mé&ly HP-FRSA sice opét vyssi, ale u posledniho méteni byl
sledovan opét pokles aktivity.

U oSetfovanych rostlin (V3 az V5) byl prubéh z pocatku podobny, kdy do 72 h se
zvySujici se koncentraci jednorazoveé aplikovaného paracetamolu HP-FRSA spiSe klesala, kdy
mensi narust byl pozorovany napi. u V3 (24 h) nebo V2 a V5 (48 h). Od 168 h pak se
stoupajici koncentraci xenobiotika dochazelo nardstu aktivity vychytavani H.O,. Ta byla sice
mensi nez po 1 tydnu, ale s vyjimkou 240 h byl sledovan i nartst oproti kontrole.

Toto zvySeni nastalo i u chronické zalivky, a to jiz po 72 h a aktivita byla vétSinou spiSe
vys$si nebo srovnatelnd s jednordazovou zalivkou. Vyjimku tvofil odbér 168 h, kdy u V3 a V4
nastal vyrazny pokles oproti kontrole.

Graf 12 ukazuje HP-FRSA na konci experimentu po aplikaci jak jednorazové, tak i
opakované zalivky. U akutniho stresu doslo k vyznamnému zvysSeni HP-FRSA se zvySujici se
koncentraci paracetamolu, kdy vyrazné nejveétsi aktivita byla zaznamenana u rostlin
osetfenych 50uM a 5 mM roztokem. U zalivky s nejvyssi koncentraci byl sice mensi pokles
aktivity, ale nebyl od V3 statisticky vyznamny. V grafu lze také pozorovat, Ze u chronické
zalivky nastalo také postupné zvyseni hodnot HP-FRSA se zvySujici se koncentraci, které
bylo oproti kontrole, a v ptipad¢ V4 a V5 ve srovnani s V2 a V3, statisticky vyznamné.
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Graf 12 — HP-FRSA po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedena v grafu byla provedena ANOVA
s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD, F (4,20) =68,443, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné,
kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM.

5.2 Aplikace paracetamolu postrikem

5.2.1 Stanoveni celkovych flavonoidii

Na rozdil od vzorkii oSetfenych pomoci zalivky, listy kontrolnich rostliny (V1) v
druhém experimentu, kde byl roztok paracetamolu aplikovan foliarn¢ (Graf 13), vykazovaly v
pribéhu méfeni postupné zvyseni TFC, kdy byl nértst od 72 h statisticky vyznamny a po 240
h doséahl u kontroly maxima.

Podobny nartst byl sledovan i u varianty s paracetamolem (V2), kdy doslo po 48 h k
nevyznamnému poklesu TFC oproti kontrole, a nasledné se obsah flavonoidti od 72 h také
vyrazn¢ zvySoval. Pii poslednim odbéru pak mezi kontrolni a oSetfenou variantou nebyl
statisticky vyznamny rozdil. V obou zptsobech aplikace paracetamolu se ukazuje, Ze hladina

celkovych flavonoidu je v nékterych odbérech vyssi u stresovanych rostlin nez u kontrolnich.
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Graf 13 - Celkovy obsah flavonoidii po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedend v grafu byla
provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD F (5,26)=30,95, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za
statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 mM.
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5.2.2 Stanoveni celkovych fenoli

Rovnéz u druhého zpuisobu oSetieni salatu (Graf 14), kde byl paracetamol aplikovan na
listy piimo postfikem, jsou kontrolni hodnoty TPC (V1) vyssi nez u stresovanych vzorkt
(V2). Obsah fenolickych latek u stresovanych vzorki méla v prabéhu pokusu podobny
vzrustajici vyvoj jako kontrolni rostliny s vyjimkou odbéru po 24 hodinach, kdy u nich byla
hodnota vyznamné vyssi. Mezi vzorky V1 a V2 jsou statisticky vyznamné rozdily v téméf
vSech Casech odbért s vyjimkou pti 168 hod. Hodnoty TPC, avSak vykazovaly nizs$i hodnoty
oproti metod¢, kdy se paracetamol aplikoval pomoci zalivky. Rovnéz mezi odbéry 168 a 240
hodin dochazi dokonce k snizeni hodnot fenolt.
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Graf 14 - Celkovy obsah fenolii po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedena v grafu byla
provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD F (5,26)=33,001, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za
statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 mM.

5.2.3 Stanoveni celkovych fenolickych kyselin

Kontrolni rostliny (V1) v druhém experimentu (Graf 15), kde byl roztok paracetamolu
aplikovan foliarn€, vykazovaly narast PAC, ale po 168 h byl v listech zjistén vyznamny
pokles oproti pfedchozimu méfeni. U posledniho odbérti byl opét pozorovan nartst, ktery se
vyznamné liSil od hodnot na zacatku experimentu. U vzorkl stresovanych paracetamolem
(V2) doslo opét po prvotnim (24 h) vyznamném nartistu PAC, v pribéhu ¢asu k postupnému
poklesu koncentrace kyselin jak proti odbéru v 0 h, tak ve srovnani s kontrolou. Toto sniZeni
PAC vsak bylo statisticky vyznamné az po 240 h.

Obsah fenolickych kyselin dosahuje niz$ich hodnot pii aplikaci paracetamolu
posttikem. U stresovanych rostlin dokonce nastal poklesu PAC pod pocate¢ni hodnotu.
Zatimco u zalivky maji tyto metabolity spi§ vzrlstajici nebo stfidavé vzrlstajici trend, u
posttiku je trend klesajici.
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Graf 15 - Celkovy obsah fenolickych kyselin po aplikaci paracetamolu po 336 hodindach. Pro data uvedend v grafu
byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD F (5,26)=30,915, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami
Za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 mM.

5.2.4 Stanoveni celkového obsahu anthokyanini

V rédmci experimetnu s foliarn¢ aplikovanym paracetamolem (Graf 16) byl nejvétsi
narist TAC pozorovan u kontroly po 48 h a nasledné opét obsah anthokyanint klesl. Z
hlediska statistiky, vSak toto zvySeni obsahu nebylo vyznamné a ani v rdmci ostatnich odbérii
nebyl zjistén vyrazny rozdil. U listh oSetfenych postiikem doSlo k nevyznamnému zvySeni
koncentrace téchto metabolitli po 24 h, ale jejich obsah na rozdil od kontroly déle rostl a
dosdhl maxima po 72 h. Odbér v Case 240 h ukézal, ze se TAC zacal snizovat, coz bylo
viditelné i1 u posledniho méfeni. Osetiené vzorky tak mély podobny vyvoj jako kontrolni, ale
anthokyanini se u nich vytvofila vice, trend tak byl ve srovnani se zalivkou Iépe

pozorovatelny.
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Graf 16 - Celkovy obsah anthokyaninii po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedena v grafu byla
provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD F (5,26)=2,7750, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za
statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 mM.
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5.2.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

V ramci experimentu s postfikem paracetamolu (Graf 17) vykazovaly extrakty z
kontrolnich rostlin po 48 h vyrazny pokles PAP oproti vzorkiim se zéalivkou (Graf 10).
Nicméné po 72 h jiz doslo k statisticky vyznamnému zvysSeni antioxidacni kapacity, které se
postupné zvySovalo az do konce experimentu. Hodnoty PAP byly v prubc¢hu experimentu
nizsi nez hodnoty stresovanych rostlin (V2) az do odbéru 240 hodin. U stresovanych vzorka
nastalo, po pocate¢nim snizeni (24 h) k nartstu PAP, které dosahlo maxima po 168 h. | pies
niz8i antioxidacni kapacitu extraktli z nasledujicich odbérii, byla stale vyznamné vyssi nez na
zacatku pokus. Ve srovnani s kontrolou vsak byla PAP v poslednich dvou méfenich mensi,
¢imz se vzorky odliSovaly od téch pii oSetieni rostlin zalivkou.
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Graf 17 — Stanoveni antioxidacni aktivity po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedend v grafu
byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD F (5,26)=1831,1, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami
za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 mM.

5.2.6 Vychytavani peroxidu vodiku

N Podobné jako v pifipadé pokusu, kde byl salat oSetieny pomoci zalivky, kontrolni
rostliny (V1) v druhém experimentu (Graf 18), vykazovaly v prubéhu méfeni pokles HP-
FRSA, ktery vSak nastal uz v prvnich dvou dnech. Po 48 h se aktivita vyznamné jesté vice
sniZila ve srovnani s predchozim odbérem, nasledujici den byla nicméné vyssi. Klesajici, byt
pozvolnéjsi, trend HP-FRSA byl pozorovan i u oSetfenych rostlin salatu a po 168 h byla u
nich naméfena viibec nejmensi aktivita. Nicméné u dalsiho odbéru jiz byla opét zvySena na
urovenl na zacatku pokusu. Aktivita vychytavani peroxidu sice v poslednim odbéru opét
klesla, stale vSak byla vyrazné vyssi ve srovnani s kontrolou (336 h), coz bylo pozorovano i v
experimentu se zalivkou.
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Graf 18 — HP-FRSA po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedend v grafu byla provedena ANOVA
s post-hoc Tukey testem, n=3, +SD F (5,26)=231,3, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné,
kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 mM.

5.3 Analyza hlavnich komponent

Graf 19 znazornuje statistickou metodu zvanou analyza hlavnich komponent (PCA).
Tento graf ukazuje data transformovana do dimenzi a ukazuje jejich trendy, kdy vztahy mezi
jednotlivymi slozkami miizeme interpretovat pomoci Sipek. Uhel, ktery Sipky sviraji,
vyjadiuje korelaci mezi proménnymi.

Pti bliz§im pohledu je vidét, Ze nejmensi uhel u zalivkovych méteni (Graf 19A) mezi
sebou sviraji PAP a TFC, déle pak PAC a TPC, z ¢ehoz vyplyva Ze tyto proménné ve dvojici
jsou navzajem silné korelované. O néco slabsi je korelace mezi témito ¢tyimi znaky, pfesto se
da oznacit jako stale silnd korelace. Na grafu 19A je pozorovatelnd slaba az nulova korelace
mezi znaky TAC a TPC, kdy thly mezi dvéma Sipkami se blizi t¢émé&f 90 °. Korelace poté
lehce roste v potadi PAC, PAP a TFC, kde se da oznalit korelace mezi témito dvéma
proménnymi jako slaba. Nulova korelace je patrna z grafu mezi HP-FRSA a TPC, které
sviraji uhel témér 180 °. Korelace opét pak roste v potadi PAC, PAP, TFC, ptesto je thel tak
velky, Ze tyto proménné spiSe nekoreluji. Za slabou korelaci se d4 oznacit naméfend data
z HP-FRSA a TAC. Z grafu 19A je také patrné, které koncentrace jsou si svym ucinkem
podobné. Cim mensi je vzdalenost mezi jednotlivymi body, tim jsou si vic podobné. Zarovei
je pozorovatelné, jaka koncentrace nejvice byla ovlivnéna proménou. U koncentraci jsou si
nejvice podobné V2 (5 uM), V4 (50 uM) a V5 (5§ mM), které se nachédzeji v blizkosti sebe.
V dolni ¢ast je vidét posledni koncentrace V3 (500 uM), kterd je osamocena od vSech
ostatnich a je tedy rozdilna. V hornim se pak nachazi kontrolni slozka (V1), ktera tedy taky
neni podobna se stresovanymi vzorky. Z grafu 19A je taky patrné, ze v mnoha parametrech se
1181 od sebe chronické a akutni zalivka.

Na grafu 19B je vidét, Ze u vzorkl, u kterych byl paracetamol aplikovan foliarné,
nejmensi thel mezi sebou sviraji rovnéz TFC a PAP. Tyto dvé proménné byly jediné ze
vSech, co vykazovaly silnou korelaci. Zbyl¢ TAC, HP-FRSA, TPC a PAC maji mezi sebou
slabou napi. TAC a HP-FRSA, TPC a PAC nebo PAP a TAC, anebo dokonce nulovou
korelaci jako napi. HP-FRSA a TPC, TAC a PAC. Z grafu 19B je také poznat, ze nékteré
casy odbéru (0, 24 a 48 h nebo 168 a 336 h) jsou si podobné, zatimco jiné maji (napt. 240 h a
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72 h) jsou oproti zbytku rozdilné. Na grafu 19B je dale patrné,

7e stresovana rostlina se vSak
od kontrolni v mnoha parametrech 1isi.
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Graf 19 - Analyza hlavnich komponent (PCA). Symboly na PCA grafu (4) ukazuji standardizované skore na ose x a
v pro koncentracni Fadu od V1 (kontrola) po V5 (mM) véetné chronické a jednorazové zalivky, graf (B)je vyjadrenim kontroly
(V1) a stresovaného vzorku (V2) v ramci celého experimentu (od 0 h po 336 h). Vektorové souradnice predstavuji korelace
mezi standardizovanymi promeénnymi (TPC — celkovy obsah fenolu, TFC — celkovy obsah flavonoidii, PAC — celkovy obsah

fenolickych kyselin, TAC — celkovy obsah anthokyaninii, PAP — antioxidacni aktivitu a HP-FRSA — aktivitu vychytavani
peroxidu).
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6 Diskuse

Zemédélska produkce predstavuje dulezitou vstupni branu farmaceutickych
kontaminanti do potravinového fetézce kvuli vysoké poptdvce po vodé z riznych
sladkovodnich zdroji a pouzivani kompostu z Cistirenskych kali. Farmaceuticky aktivni
slouceniny se mohou dostat do prostfedi pfes kanalizaci od pacientl, vypousténim z
farmaceutickych vyrobnich zafizeni a nespravnou likvidaci. Léciva nejsou v téle tplné
metabolizovana, a proto mohou byt eliminovéana z organismu v aktivni form¢ schopné vyvolat
biologickou odpovéd’ pii velmi nizkych koncentracich (Marsoni et al. 2014).

Acetaminophen (paracetamol) je jednim z nejbézné€ji pouzivanych analgetik v lidské
medicin€, ¢imz se stavd jednou z moznych problémovych farmaceutickych sloucenin ve
vodnich tocich. Nicméné u savcil je detoxifikovan v jatrech, kde pii nizkych davkach dochazi
k sulfataci a glukuronidaci, vysledkem je tvorba netoxického sulfatu a glukuronidového
konjugatu. K intoxikaci dochazi az po poziti vysokych davek 1é¢iva, coz miize vést k vaznym
zdravotnim komplikacim. Kontaminace vod a naslednd akumulace farmaceutik v Zivotnim
prostiedi mtize vést ke zvysujici se konzumaci nezadoucich latek skrze péstované potraviny,
naptiklad i hlavkového salatu (Crane et al. 2006; Schulte-Oehlmann et al. 2007)

Hlavkovy salat, jak bylo popsano v teoretické ¢ésti, patii mezi nejoblibengj$i zeleninu,

kterd se konzumuje ve stale vétSim mnozstvi, protoze je vnimdna jako ,,zdravéjs$i* potravina.
Nedavné studie prokazaly pozitivni G€inky hlavkového salatu pti prevenci kardiovaskularnich
onemocnéni u potkant a lidi (Llorach et al. 2008; Wu et al. 2015). Zdravé vlastnosti jsou
ptipisovany velkému mnozstvi antioxidacnich sloucenin, zejména vitaminu C a polyfenold,
stejn¢ jako obsahu vlakniny. Polyfenoly (flavonoly a anthokyaniny) maji vyssi antioxidacni
aktivitu tfeba nez vitaminy C a E a pfedchozi studie demonstruji diileZitost chemické povahy
téchto konjugatli, a naznacuji, Ze stupen hydroxylace urcuje antioxidac¢ni aktivitu a
biologickou dostupnost. Kromé toho jsou antioxidacni slouceniny zavislé na rozdily mezi
odrudami, péstebnimi postupy, podminkami zpracovani a zptusobu skladovani (Llorach et al.
2008; Marsoni et al. 2014; Sharma et al. 2019).
PiedloZena diplomova prace byla zaméfena na porovnani vlivu paracetamolu na sekundarni
metabolismus lociky seté. Vypéstované rostliny byly vystaveny nejen riznym koncentracim
tohoto léciva, ale 1 formou a zplsobem aplikace. V provedenych métenich byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi variantami jak v ramci sledovanych
obsahovych latek (TPC, TFC, PAC, TAC), tak nékterych vlastnosti extraktu, jako je
antioxidac¢ni aktivita nebo jeho schopnost vychytavat peroxid vodiku.

6.1 Porovnani mezi chronickou, akutni zalivkou a postiikem

6.1.1 Stanoveni celkovych flavonoidi (TFC)

Z namé&fenych hodnot TFC (Graf 1) vyplyva, Ze u kontrolnich rostlin byl v prib¢hu
experimentu, naméten proménlivy obsah celkovych flavonoidii. Obsah naméfenych TFC pro
akutni a chronickou zalivku v rozsahu 5 uM-5 mM, odpovida vysledkim Shin et al. (2020),
ktefi u lociky seté stanovovali TFC v rdmci stresu navozeného zasolenim. Z naSich vysledk
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vyplyva, Ze pii jednorazové zélivce rostl celkovy obsah flavonoidli v porovnani s kontrolou.
Zatimco u nizsich koncentraci (5 a 50 uM) se zdal byt ucinek jest¢ stimulujici, u vyssich
koncentraci je jiz hladina TFC niz$i. Nikzad & Parastar (2021) publikovali vysledky, kdy
kontrolni rostliny mély vyssi TFC nez stresované. Jako kontaminant byla pouzita smés
parabenti a IléCiv (gemfibrozilu, diklofenaku, naproxenu, karbamazepinu a kyseliny
mefenamové) v koncentracni fad¢ (10, 100, 500 pg/l) pfi akutni, jednordzové, aplikaci po
dobu 14 dni. Z jejich vysledka je patrné, ze pii zvysSujici se koncentraci 1éCiva doslo
ke snizovani vyplavovani flavonoidi v zavislosti na zvySujici se koncentraci induktord.
Ovsem znaméfenych vysledkli v této praci pozorujeme opacny jev pii akutni zélivce
pfi porovnani s kontrolou (Graf 2). Tento trend miize byt zplsoben pouzitim vysSich
koncentraci v nasich experimentech.

U chronické zalivky lze sledovat vzestupnou tendenci, kdy TFC roste se zvySujici se
koncentraci paracetamolu. U vzorkl oSetfenych pomoci postiiku (Graf 13) je trend zcela jiny.
Hladina celkovych flavonoidl v pribéhu méteni vzristala a hodnota TFC kontroly je vyssi po
336 h nez po prvnim odbé&ru. Stejné tak u stresované rostliny, kterd kopiruje trend kontroly.

6.1.2 Stanoveni celkovych fenoli (TPC)

Z vyslednych hodnot TPC (Graf 3) lze fict, Ze doSlo k prokazatelnému nartstu
celkovych fenolli a kontrolni hodnoty tzn. TPC byly vy$si po 336 h nez v 0 h. Opacny
vysledek publikoval Shin et al. (2020), kde kontrolni hodnoty i rostliny stresované (oSetieni
NaCl) mély hodnoty niz§i v porovnani s kontrolou. Rovnéz Rajabbeigi et al. (2013) uvedl, ze
ani sucho nebo zafeni (UV-B), pfipadné¢ kombinace obou faktort, nemélo vliv na TPC u
salatu. Nicméné tyto stresory celkovy obsah fenolti zvySovat mohou, byt tento vliv byl
zkouman u tfezalky (De Abreu & Mazzafera 2005). Lze fict, ze fenolické latky ptisobi proti
stresu u rostlin, ale syntetizuji se v zavislosti na stresovém faktoru. ZvysSovani TPC miize
souviset i sjejich akumulaci v buné¢nych sténach, které jsou soucasti obrannych reakci
souvisejicich s lignifikaci, ke které dochazi pti riznych biotickych i abiotickych stresovych
podminek (Galieni et al. 2015).

Ve vyse zminéné studii Nikzad & Parastar (2021) byl TPC rovnéz zkoumén a pfti
Koncentraci 1é¢iv (gemfibrozilu, diklofenaku, naproxenu, karbamazepinu a kyseliny
mefenamové) 100 uM, byly hodnoty fenolickych latek vyssi neZ u kontrolniho vzorku. Oproti
tomu rostliny s koncentraci jejich 1é¢iv 10 a 500 uM, dosahovaly nizSich hodnot TPC
V porovnani s kontrolou. To se shoduje s akutni zalivkou u koncentrace 50 uM (336 h), kdy
byly hodnoty TPC vétsi nez u kontroly (Graf 4).
kvercetin-3-glukoronid, Kyselina kaffeoylchinova a kyselina kaffeoylvinna. Vzhledem
K pritomnosti téchto fenolickych slouc¢enin, mize byt rizny obsah v zavislosti na pouzitych
koncentracich kontaminace ve vzorcich salatu pfi¢itan proménlivému obsahu téchto slouc¢enin
(Galieni et al. 2015).

Tento ptedpoklad koreluje s nasimi vysledky, kdy pro odbér pii 168 h pozorujeme
vzrastajici obsah fenoli (v porovnadni s kontrolni rostlinou) v zavislosti na rostouci
koncentraci 1é¢iva (5 puM - 5 mM) a to jak u chronické, tak u akutni aplikace stresového
faktoru. Stejny vysledek obdrzeli u studie Kummerova et al. (2016), kdy oSetfovali rostlinu

50



Lemna minor, farmaceutikem diklofenak (337 pM, 33 nM, 337 nM) a paracetamol (661 pM,
66 nM a 662 nM), ovsem méteni bylo provedeno pro odbér po 240 h. Pro nase méfeni jsme
pfi obéru po 240 h naméfili proménlivy obsah fenoll, a to jak u chronické, tak u akutni
zalivky v porovnani s kontrolou. Tento rozdil muize byt zplUsoben pouzitim rozdilné
koncentrace léCiva. Pro nase stanoveni bylo pouzita nékolikandsobné vyssi koncentrace
paracetamolu neZ ve studii Kummerova et al (2016) a tim mohl byt navozen rychlejsi vzrist
fenolti v kratSim Case po aplikaci farmaceutika nez ve zmifiované studii.

Na druhou stranu musime peclivé zvazit moznou interakci mezi pouzitymi Cinidly a
aplikovanymi slouc¢eninami. Napiiklad Gouda et al. (2013) publikovali pomalou reakci mezi
Folin-Ciacalteuovym cinidlem a paracetamolem. Podobné vysledky byly zjistény pro
diklofenak. Nezname vSak vSechny detoxikacni produkty studovanych 1éCiv v rostlinach,
které mohou mit schopnost interagovat s timto ¢inidlem.

6.1.3 Stanoveni celkovych fenolickych kyselin (SAC)

Fenolové kyseliny jsou sekundarni metabolity rostlin, které se bézné vyskytuji
vV potravinach  rostlinného  ptvodu. Substituované derivaty hydroxybenzoové a
hydroxyskoficové kyseliny jsou ptevladajicimi fenolovymi kyselinami v rostlinach. Jak jiz
bylo feceno vySe fenolové kyseliny spolecné s flavonoidy jsou dilezité sekundarni
metabolity, o kterych se piedpoklada, ze chrani rostlinu pied abiotickymi stresy, jako je
zvySend teplota. Tato ochrana spocivéa v odstranéni ROS dfive, neZ zoxiduji bunééné stény a
membrany. Vzhledem k nedostatku odborné literatury zabyvajici se stanovovanim
fenolickych kyselin po oSetieni rostlin (konkrétné hlavkového salatu) riznymi farmaceutiky
neni mozné adekvatné porovnat naméiené hodnoty v predlozené diplomové praci. Nicméné
ve studii Shamloo et al. (2017) vystavovali rizné odrudy pSenice stresu zvySovanim teploty
(20, 25 a 30 °C), kdy byl zaznamenéan zvysujici se obsah celkovych fenolickych kyselin se
zvysujici se teplotou. Tento jev je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisoben prostiednictvim
aktivace katalytickych enzymi v rostlin€. Je mozné, ze doslo k aktivaci katalytickych enzymi
I v pfipad¢€ naSich vysledkt. U chronické i akutni aplikaci paracetamolu pii odbéru po 72 h je
patrné, ze dochazi ke zvysSujicimu se vyplavovani fenolickych kyselin v zavislosti na zvySujici
se koncentraci paracetamolu (5 uM — 5mM). Zaroven tento jev miZze souviset s vy$Sim
obsahem celkovych fenold. Dale z vysledkt vyplyva, ze pro hodiny odbéru po 24 - 48 h a 240
- 336 h pro chronickou 1 akutni aplikaci paracetamolu, dochazi k proménlivému vyplavovani
fenolickych kyselin v porovnani s kontrolou.

6.1.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity (PAP)

Z vysledkii stanoveni antioxidacni aktivity vyplyva, Ze se antioxidacni aktivita
stanovend pomoci fosfomolybdenanové metody zvySuje s vyvojem a ristem salatu (Graf 9).
U kontrolnich rostlin je hodnota opét vyssi po 336 h nez pti prvnim odbéru. Dale lze fict, ze u
chronické zalivky antioxida¢ni aktivita spiSe klesa se zvySujici se koncentraci a aktivita je
vys$$i nez u kontrolnich rostlin, u jednorazové zalivky je to naopak — aktivita roste se zvySujici
se koncentraci. Podobné vysledky prokazal i Leitao et al. (2021a), kde byly listy salatu
vystaveny antiepileptiku karbamazepinu po dobu 15 dni. Antioxida¢ni aktivita po 15 dnech
byla nejvétsi u nejvyssi koncentrace (44,5 uM) a celkové méla vzrlstajici tendenci
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v zavislosti na koncentraci. Naopak Nikzad & Parastar (2021) publikoval, Ze nejvyssi
antioxidacni aktivitu, u vzorkii salatu kontaminovaného skupinou parabent a 1ékli, m¢la
koncentrace 100 uM. Kromé toho u kontroly byla PAP vyssi nez zbylé koncentrace (10 a 500
uM). Lze tak fici, ze davka kontaminantu muze hrat velkou roli ve schopnosti rostliny
syntetizovat rizné hladiny metabolitt.

Skutecnost, ze v nékterych piipadech nemusi byt u extraktu ze suSiny naméiena vyssi
antioxidac¢ni aktivita, mize byt vysvétlena i dobrou regulaci dalSich obrannych mechanismu a
interakcemi enzyma a metabolitli, které zprostfedkovavaji reakci na oxidacni stres. U listi
salath se ukazuje, ze specifické enzymy jako jsou SOD, CAT a dalsi, spolupracuji na reakci
ROS produkovaného oxida¢nim stresem indukovanymi 1écivy (Leitdo et al. 2021b).

6.1.5 Stanoveni anthokyaninii

Z vysledki vyplyva, Zze pii jednordzové zalivce paracetamolem doSlo k pozvolnému
navySovani koncentrace anthokyaninii po oSetfeni paracetamolem. Podobny pribéh byl
zjistén i u jinych autort (Leitao et al. 2021a), ktefi zkoumali vliv paracetamolu (6,6 pM a 33
uM) po jeho foliarni aplikaci na listy salatu po dobu 0, 8 a 15 dnech, kdy se potvrzuje, ze pfi
abiotickém stresu se zvySuje obsah anthokyaninll. Autofi zaznamenali pozvolny narast
anthokyaninl v zavislosti na rostouci koncentraci paracetamolu v porovnani s kontrolou pro
vSechny stanovované dny. Tento trend byl pozorovan i u nasich vysledku (foliarni aplikace),
kdy jsme zaznamenali narist obsahu anthokyanini v zdvislosti na zvysujici se koncentraci
paracetamolu (5 uM — 500 uM) pro stanoveni po 0 dnech (24 h), s vyjimkou nejvyssi
koncentrace (5 mM). A zaroven po 7 dnech (168 h) byl rovnéz zjistén nartst anthokyanina
Vv zavislosti na zvysujici se koncentraci 1éCiva. Oproti tomu pii odbéru 14 dnti (336 h) byl
zaznamenan opacny vysledek s vyjimkou pfi nejvyssi koncentraci paracetamolu (5 mM), nez
ve studii Leitao et al. (2021), nicméné ve zminéné studii byla pouzita vyrazné€ nizsi
koncentrace paracetamolu neZ v nasem piipadé. Jeden z moznych dlivodl snizeni obsahu
anthokyanini miize byt vazba gluthathionu se vznikajicimi komplexy anthokyaninii, coz
muze vést k ovlivnéni dostupnosti glutathionu pro ucast v glutathion-askorbatovém cyklu a
tim mtize dochazet ke snizeni tohoto metabolitu v listech salatu po oSetfeni paracetamolem.

Vyssi obsah anthokyanini u stresovanych variant potvrdili i Mobin & Khan (2007), kde
byl testovan vliv kadmia, jako abiotického chemického stresoru. Vzhledem k tomu, Ze je
tvorba anthokyaninti, stejné jako dalSich fenolickych latek zavisla na aktivité PAL, lze
usuzovat, Ze pfitomnost paracetamolu mohla ¢innost tohoto enzymu indukovat podobn¢ jako
jiné abiotické faktory (Leitdo et al. 2021b).

Stanoveni intoxikace salatu pomoci chronické zalivky ukazuje na grafu opétovné
zvySeni anthokyanini se zvySenou koncentraci. Obsah anthokyanind je vSak niZ§i nez u
jednorazové zalivky. Podobny efekt po aplikaci paracetamolu mizeme pozorovat u posttiki.
U stresovanych vzorkll je obsah vysSi nez u vzorkii kontrolnich, ¢imz se také 1isi od
zalivkovych

6.1.6 Vychytavani peroxidu vodiku

H20: je dilezitd signalni molekula, ktera miize zplsobit poskozeni bunéénych struktur.
Plsobi ale také jako sekundarni posel, ktery zprosttedkovava komunikaci mezi kotfeny a listy
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roslin. Jak bylo uvedené v kapitole 3.3, abiotické stresy mohou zpisobit indukei produkce
ROS. Coz potvrzuje studie Bigott et al. (2021), ktefi stanovovali peroxid vodiku v listech a
kotenech lociky seté po aplikaci nesteroidniho antiflogistika diklofenaku. Tento jev mize byt
zpusoben apoplastickou akumulaci ROS. Tento druh komunikace mtize aktivovat iontové
kanaly vedouci k piilivu Ca®* iontll do cytoplasmy. V kone¢ném diisledku spusténi ROS-Ca?*
signalni drahy je zprostfedkovana komunikace mezi bunikami na dlouhé vzdalenosti na irovni
bunék a tim spusténi obrannych mechanismii uz pfi akumulaci farmaceutika v kotenech.

Peroxid vodiku muze rychle prochazet bunéénymi membranami, jakmile je uvnitf
buiiky, miize reagovat s ionty Fe?* za vzniku hydroxylovych radikal{, coz miize byt piivod
mnoha jeho toxickych efekti. Oproti tomuto toxickému efektu ma rostlina rizné obranné
mechanismy na vychytdvani peroxidu vodiku, ale pouze do ur¢itého bodu, dokud nedojde
k jejich vyCerpani. Studie Park et al (2018) potvrzuje schopnost rostliny vychytavat peroxid
vodiku v zavislosti na zvySujici se koncentraci stresoru. Stejny efekt miiZzeme pozorovat pii
odbéru po 336 h, kdys nejvétsi pravdépodobnosti doslo k aktivaci obrannych mechanismil a
zvySeni schopnosti rostliny vychytavat peroxidu vodiku v zavislosti na koncentracni tad¢
v porovnani s kontrolou. Tento efekt aktivace obrannych mechanismt proti peroxidu vodiki
po odbéru pfi 336 h mizeme pozorovat jak pii expozici jedné foliarni koncentraci
paracetamolu (5 mM), tak u chronické a akutni zalivky v zavislosti na zvySujici se
koncentraci paracetamolu. Je zajimavé, Ze studie Leitdo et al. (2021b), porovnavala oxida¢ni
ucinek v kofenech a listech salatu a spole¢né se studii Christou et al. (2016) detekovali,
vyrazngj$i ucinek farmaceutickych sloucenin v listech salatu nez v kotfenech rostliny, coz
ukazuje, ze ackoliv jsou kofeny v pifimém kontaktu s kontaminantem, oxidacni ucinek je
vyrazngj$i poté, co je transportovan do horni ¢asti rostlin.
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Zavér

Osud 1éciv je velmi dalezitou otdzkou pro vyzkum zivotniho prostiedi, ale i zdravi
lidi. Latky detekované v Zivotnim prostiedi mohou svou biologickou aktivitou
pfedstavovat znacna enviromentalni rizika pro cely ekosystém vcetné zvirat ¢i
rostlin.

Bylo potvrzeno, ze paracetamol ovliviiuje sekundarni metabolismus rostlin.

Aplikace paracetamolu ovlivnila vSechny sledované charakteristiky at’ uz snizenym
nebo zvySenym obsahem latek oproti kontrole v zavislosti na c¢ase v ramci
experimentu od 24 h po 336 h, v celé koncentra¢ni fadé od 5 uM do 5 mM u rostlin
osetfenych aplikovanim paracetamolu zalivkou akutni i chronickou, i u rostlin, kde
paracetamol byl aplikovan foliarn€¢ pouze jednou, a to v koncentraci 5 mM.
Prokézala se hypotéza, ze chronicka zalivka paracetamolu ovliviiuje vice sekundarni
metabolismus rostlin v porovnani s jednorazovou aplikaci testované latky.

Ve srovnani se zalivkou, doslo u 5 mM postiiku paracetamolem k mensi produkci
sledovanych skupin sekundarnich metaboliti.

54



8 Literatura

Abotaleb M, Liskova A, Kubatka P, Biisselberg D. 2020. Therapeutic potential of plant
phenolic acids in the treatment of cancer. Biomolecules DOI: 10.3390/biom10020221.

Acosta-Motos JR, Ortuio MF, Bernal-Vicente A, Diaz-Vivancos P, Sanchez-Blanco MJ,
Hernandez JA. 2017. Plant responses to salt stress: Adaptive mechanisms. Agronomy
DOI: 10.3390/agronomy7010018.

Alkimin GD, Daniel D, Frankenbach S, Serddio J, Soares AMVM, Barata C, Nunes B. 2019.
Evaluation of pharmaceutical toxic effects of non-standard endpoints on the macrophyte
species Lemna minor and Lemna gibba. Science of the Total Environment 657: 926-937.

Alvarez MA. 2014. Plant biotechnology for health: From secondary metabolites to molecular
farming. Page Plant Biotechnology for Health: From Secondary Metabolites to
Molecular Farming.

Anjum F, Yaseen M, Rasool E, Wahid A, Anjum S. 2003. Water stress in barley (Hordeum
vulgare L.) on chemical composition and chlorophyl contents. Pakistan Journal of
Agriculture Science 40 (1-2): 45-49.

Arakawa O, Hori Y, Ogata R. 1985. Relative effectiveness and interaction of ultraviolet-B,
red and blue light in anthocyanin synthesis of apple fruit. Physiologia Plantarum 64 (3):
323-327.

Bartha B, Huber C, Harpaintner R, Schroder P. 2010. Effects of acetaminophen in Brassica
juncea L. Czern.: Investigation of uptake, translocation, detoxification, and the induced
defense pathways. Environmental Science and Pollution Research 17(9): 1553-1562.

Bartikova H, Skalova L, Stuchikové L, Vokial I, Vangk T, Podlipna R. 2015. Xenobiotic-
metabolizing enzymes in plants and their role in uptake and biotransformation of
veterinary drugs in the environment. Drug Metabolism Reviews DOI:
10.3109/03602532.2015.1076437.

BENNETT RN, WALLSGROVE RM. 1994. Secondary metabolites in plant defence
mechanisms. New Phytologist 127(4): 617-633.

Bigott Y, Chowdhury SP, Pérez S, Montemurro N, Manasfi R, Schroder P. 2021. Effect of the
pharmaceuticals diclofenac and lamotrigine on stress responses and stress gene
expression in lettuce (Lactuca sativa) at environmentally relevant concentrations. Journal
of Hazardous Materials DOI: 10.1016/j.jhazmat.2020.123881.

Bowles D, Isayenkova J, Lim E-K, Poppenberger B, Kutchan T, Dixon R. 2005.
Glycosyltransferases: managers of small molecules This review comes from a themed
issue on Physiology and metabolism Edited. Current Opinion in Plant Biology 8: 254-
263.

Brodowska KM. 2017. Natural flavonoids: classification, potential role, and application of
flavonoid analogues. European Journal of Biological Research 7:108-123.

Cappiello F, Loffredo MR, Plato C Del, Cammarone S, Casciaro B, Quaglio D, Mangoni ML,
Botta B, Ghirga F. 2020. The revaluation of plant-derived terpenes to fight antibiotic-
resistant infections. Antibiotics DOI: 10.3390/antibiotics9060325.

Chalker-Scott L, Fuchigami LH. 2018. The role of phenolic compounds in plant stress
responses. Page Low Temperature Stress Physiology in Crops.

Chaves MM, Maroco JP, Pereira JS. 2003. Understanding plant responses to drought - From
genes to the whole plant. Functional Plant Biology 30(3): 239 — 264.

Chen Y, Huang L, Liang X, Dai P, Zhang Y, Li B, Lin X, Sun C. 2020. Enhancement of
polyphenolic metabolism as an adaptive response of lettuce (Lactuca sativa) roots to
aluminum stress. Environmental Pollution DOI: 10.1016/j.envpol.2020.114230.

Choudhury FK, Rivero RM, Blumwald E, Mittler R. 2017. Reactive oxygen species, abiotic
stress and stress combination. Plant Journal DOI: 10.1111/tpj.13299.

55



Christou A, Antoniou C, Christodoulou C, Hapeshi E, Stavrou I, Michael C, Fatta-Kassinos
D, Fotopoulos V. 2016. Stress-related phenomena and detoxification mechanisms
induced by common pharmaceuticals in alfalfa (Medicago sativa L.) plants. Science of
the Total Environment 557-558: 652-664.

Conte SS, Lloyd AM. 2011. Exploring multiple drug and herbicide resistance in plants-
Spotlight on transporter proteins. Plant science DOI: 10.1016/j.plantsci.2010.10.015.

Crane M, Watts C, Boucard T. 2006. Chronic aquatic environmental risks from exposure to
human pharmaceuticals. Science of the total Environment DOI:
10.1016/j.scitotenv.2006.04.010.

Cuevas-Rodriguez EO, Dia VP, Yousef GG, Garcia-Saucedo PA, Lopez-Medina J, Paredes-
Lopez O, Gonzalez De Mejia E, Lila MA. 2010. Inhibition of pro-inflammatory
responses and antioxidant capacity of mexican blackberry (Rubus spp.) extracts. Journal
of Agricultural and Food Chemistry 58(17): 9542-9548.

Daglia M. 2012. Polyphenols as antimicrobial agents. Current Opinion in Biotechnology DOI:
10.1016/j.copbio.2011.08.007.

Dakora FD, Phillips DA. 1996. Diverse functions of isoflavonoids in legumes transcend anti-
microbial definitions of phytoalexins. Physiological and Molecular Plant Pathology DOI:
10.1006/pmpp.1996.0035.

Damania AB, International Center for Agricultural Research in the Dry Areas A (Syria) eng,
Damania AB (ed. ., Valkoun J (ed. ., Qualset CO (ed. ., International Plant Genetic
Resources Inst. R (Italy) eng, FAO R (Italy). PP and PD eng, Genetic Resources Action
International B (Spain) eng. 1998. Diversity of major cultivated plants domesticated in
the Near East. Aleppo (Syria) ICARDA/IPGRI/FAO/UC/GRCP. Pages 51-64.

Daneshmand F, Arvin MJ, Kalantari KM. 2010. Physiological responses to NaCl stress in
three wild species of potato in vitro. Acta Physiologiae Plantarum 32(1): 91-101.

De Abreu IN, Mazzafera P. 2005. Effect of water and temperature stress on the content of
active constituents of Hypericum brasiliense Choisy. Plant Physiology and Biochemistry
43(3): 241-248.

Devireddy AR, Zandalinas SI, Fichman Y, Mittler R. 2021. Integration of reactive oxygen
species and hormone signaling during abiotic stress. Plant Journal 105(2): 459-476.
Dong NQ, Lin HX. 2021. Contribution of phenylpropanoid metabolism to plant development
and plant—environment interactions. Journal of Integrative Plant Biology DOI:

10.1111/jipb.13054.

Dordio A V., Belo M, Martins Teixeira D, Palace Carvalho AJ, Dias CMB, Pic6 Y, Pinto AP.
2011. Evaluation of carbamazepine uptake and metabolization by Typha spp., a plant
with potential use in phytotreatment. Bioresource Technology 102(17): 7287-7234.

Fischbach RJ, Kossmann B, Panten H, Steinbrecher R, Heller W, Seidlitz HK, Sandermann
H, Hertkorn N, Schnitzler JP. 1999. Seasonal accumulation of ultraviolet-B screening
pigments in needles of Norway spruce (Picea abies (L.) Karst.). Plant, Cell and
Environment 22(1): 27-37.

Galieni A, Di Mattia C, De Gregorio M, Speca S, Mastrocola D, Pisante M, Stagnari F. 2015.
Effects of nutrient deficiency and abiotic environmental stresses on yield, phenolic
compounds and antiradical activity in lettuce (Lactuca sativa L.). Scientia Horticulturae
187: 93-101.

Garcia-Rodriguez A, Matamoros V, Fontas C, Salvadé V. 2014. The ability of biologically
based wastewater treatment systems to remove emerging organic contaminants—a
review. Environmental Science and Pollution Research DOI: 10.1007/s11356-013-2448-
5.

Glick BR. 2003. Phytoremediation: Synergistic use of plants and bacteria to clean up the
environment. Biotechnology Advances 21(5): 383-393.

56



Gouda AA, Kotb El-Sayed MI, Amin AS, El Sheikh R. 2013. Spectrophotometric and
spectrofluorometric methods for the determination of non-steroidal anti-inflammatory
drugs: A review. Arabian Journal of Chemistry DOI: 10.1016/j.arabjc.2010.12.006.

Goyal S, Lambert C, Cluzet S, Mérillon JM, Ramawat KG. 2012. Secondary metabolites and
plant defence. Page Plant Defence: Biological Control 109-138.

Griffith M, Yaish MWF. 2004. Antifreeze proteins in overwintering plants: A tale of two
activities. Trends in plant science 9(8): 399-405.

Hasanuzzaman M, Nahar K, Alam MM, Roychowdhury R, Fujita M. 2013. Physiological,
biochemical, and molecular mechanisms of heat stress tolerance in plants. DOI:
10.3390/ijms14059643.

Hawrylak B, Matraszek R, Szyma?Ska M. 2007. Response of lettuce (lactuca sativa l.) to
selenium in nutrient solution contaminated with nickel. Vegetable Crops Research
Bulletin 67: 63-70.

Heimler D, Isolani L, Vignolini P, Tombelli S, Romani A. 2007. Polyphenol Content and
Antioxidative Activity in Some Species of Freshly Consumed Salads. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 55:1724-1729. American Chemical Society. Available
from https://doi.org/10.1021/jf0628983.

Huang GT, Ma SL, Bai LP, Zhang L, Ma H, Jia P, Liu J, Zhong M, Guo ZF. 2012. Signal
transduction during cold, salt, and drought stresses in plants. Molecular biology reports
39: 969-987

Huber C, Bartha B, Harpaintner R, Schréder P. 2009. Metabolism of acetaminophen
(paracetamol) in plants-two independent pathways result in the formation of a
glutathione and a glucose conjugate. Environmental Science and Pollution Research 16:
206.

Ighodaro OM, Akinloye OA. 2018. First line defence antioxidants-superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX): Their fundamental role in the
entire antioxidant defence grid. Alexandria Journal of Medicine 54: 287-293. Taylor &
Francis. Available from https://doi.org/10.1016/j.ajme.2017.09.001.

Janska A, Marsik P, Zelenkova S, Ovesna J. 2010. Cold stress and acclimation - what is
important for metabolic adjustment? Plant biology DOI: 10.1111/j.1438-
8677.2009.00299.x.

Jibril SA, Hassan SA, Ishak CF, Megat Wahab PE. 2017. Cadmium Toxicity Affects
Phytochemicals and Nutrient Elements Composition of Lettuce (Lactuca sativa L.).
Advances in Agriculture DOI: 10.1155/2017/1236830.

Jones HG, Jones MB. 2010. Introduction: some terminology and common mechanisms. Page
Plants under Stress DOI: 10.1017/cbo9780511661587.002.

Kim MJ, Moon Y, Tou JC, Mou B, Waterland NL. 2016. Nutritional value, bioactive
compounds and health benefits of lettuce (Lactuca sativa L.). Journal of Food
Composition and Analysis DOI: 10.1016/j.jfca.2016.03.004.

Kolahi M, Mohajel Kazemi E, Yazdi M, Goldson-Barnaby A. 2020. Oxidative stress induced
by cadmium in lettuce (Lactuca sativa Linn.): Oxidative stress indicators and prediction
of their genes. Plant Physiology and Biochemistry 146: 71-89.

Kosové K, Vitamvas P, Prasil IT, Renaut J. 2011. Plant proteome changes under abiotic stress
- Contribution of proteomics studies to understanding plant stress response. Journal of
proteomics DOI: 10.1016/j.jprot.2011.02.006.

Koudela M, Petiikova K. 2008. Nutrients content and yield in selected cultivars of leaf lettuce
(Lactuca sauva L. var crispa). Horticultural Science DOI: 10.17221/3/2008-hortsci.

Kramer GF, Norman HA, Krizek DT, Mirecki RM. 1991. influence of UV-B radiation on
polyamines, lipid peroxidation and membrane lipids in cucumber. Phytochemistry 30(7):
2101-2108.

57



Kiristkova E, Dolezalova I, Lebeda A, Vinter V, Novotna A. 2008. E. Ktistkova et al., 2008;
Description of morphological characters of lettuce (Lactuca sativa L.) genetic resources.
HORT. SCI. DOI:

Krupa Z, Baranowska M, Orzol D. 1996. Can anthocyanins be considered as heavy metal
stress indicator in higher plants? Acta Physiologiae Plantarum 18(2): 147-151.

Kudrna J, Hnilicka F, Kubes J, Vachova P, Hnilickova H, Kuklova M. 2020. Effect of
acetaminophen (Apap) on physiological indicators in lactuca Sativa. Life 10(11): 1-14.

Kummerova M, Zezulka S, Babula P, Ttiska J. 2016. Possible ecological risk of two
pharmaceuticals diclofenac and paracetamol demonstrated on a model plant Lemna
minor. Journal of Hazardous Materials 302: 351-361.

Larson RA. 1988. The antioxidants of higher plants. Phytochemistry DOI: 1 0.1016/0031-
9422(88)80254-1.

Lebeda A, Kiistkova E, Kitner M, Widrlechner MP, Maras M, El-Esawi MA. 2021. Egypt as
one of the centers of lettuce domestication: morphological and genetic evidence.
Euphytica 218:10. Available from https://doi.org/10.1007/s10681-021-02960-3.

Lebeda A, Ryder EJ, Grube R, Dolezalova I, Ktistkova E. 2006. Lettuce (asteraceae; lactuca
spp.). Page Genetic Resources, Chromosome Engineering, and Crop Improvement:
Vegetable Crops. CRC press 377-342.

Lei XY, Zhu RY, Zhang GY, Dai YR. 2004. Attenuation of cold-induced apoptosis by
exogenous melatonin in carrot suspension cells: The possible involvement of
polyamines. Journal of Pineal Research 36(2): 126-131.

Leitao I, Leclercq CC, Ribeiro DM, Renaut J, Almeida AM, Martins LL, Mourato MP. 2021a.
Stress response of lettuce (Lactuca sativa) to environmental contamination with selected
pharmaceuticals: A proteomic study. Journal of Proteomics DOI:
10.1016/j.jprot.2021.104291.

Leitao I, Martins LL, Carvalho L, Oliveira MC, Marques MM, Mourato MP. 2021b.
Acetaminophen induces an antioxidative response in lettuce plants. Plants DOI:
10.3390/plants10061152.

Lephatsi MM, Meyer V, Piater LA, Dubery IA, Tugizimana F. 2021. Plant responses to
abiotic stresses and rhizobacterial biostimulants: Metabolomics and epigenetics
perspectives. Metabolities DOI: 10.3390/metabo11070457.

Leps J, Smilauer P. 2016. Biostatistika. Nakladatelstvi Jihodeské univerzity v Ceskych
Bud¢jovicich.

Liang B, Huang X, Zhang G, Zhang F, Zhou Q. 2006. Effect of lanthanum on plants under
supplementary ultraviolet-B radiation: Effect of lanthanum on flavonoid contents in
soybean seedlings exposed to supplementary ultraviolet-B radiation. Journal of Rare
Earths 24(5): 613-616.

Llorach R, Martinez-Sanchez A, Tomas-Barberan FA, Gil MI, Ferreres F. 2008.
Characterisation of polyphenols and antioxidant properties of five lettuce varieties and
escarole. Food Chemistry 108(3): 1028-1038.

Mahajan S, Tuteja N. 2005. Cold, salinity and drought stresses: An overview. Archives of

Biochemistry and Biophysics DOI: 10.1016/j.abb.2005.10.018.

Manach C, Scalbert A, Morand C, Rémésy C, Jiménez L. 2004. Polyphenols: Food sources
and bioavailability. American journal of clinical nutrition DOI: 1 0.1093/ajcn/79.5.727.

Manjasetty BA, Yu XH, Panjikar S, Taguchi G, Chance MR, Liu CJ. 2012. Structural basis
for modification of flavonol and naphthol glucoconjugates by Nicotiana tabacum
malonyltransferase (NtMaT1). Planta 236(3): 781-793.

Marinova D, Ribarova F, Atanassova M. 2005. Total Phenolics and Total Flavonoids in
Bulgarian Fruits and Vegetables:255-260.

Marsoni M, De Mattia F, Labra M, Bruno A, Bracale M, Vannini C. 2014. Uptake and effects

58


https://dx.doi.org/10.1016/j.abb.2005.10.018

of a mixture of widely used therapeutic drugs in Eruca sativa L. and Zea mays L. plants.
Ecotoxicology and Environmental Safety 102: 52-57.

Martens S, Mithofer A. 2005. Flavones and flavone synthases. Phytochemistry DOI:
10.1016/j.phytochem.2005.07.013.

Martins LL, Mourato MP, Cardoso Al, Pinto AP, Mota AM, Maria ML, de Varennes A.
2011. Oxidative stress induced by cadmium in Nicotiana tabacum L.: Effects on growth
parameters, oxidative damage and antioxidant responses in different plant parts. Acta
Physiologiae Plantarum 33(4): 1375-1383.

Menges M, Doczi R, Okrész L, Morandini P, Mizzi L, Soloviev M, Murray JAH, Bogre L.
2008. Comprehensive gene expression atlas for the Arabidopsis MAP kinase signalling
pathways. New Phytologist 179(3): 643-662.

Mittler R, Vanderauwera S, Suzuki N, Miller G, Tognetti VB, Vandepoele K, Gollery M,
Shulaev V, Van Breusegem F. 2011. ROS signaling: The new wave? Trend in plant
science DOI: 10.1016/j.tplants.2011.03.007.

Morison JIL, Lawlor DW. 1999. Interactions between increasing CO2 concentration and
temperature on plant growth. Plant, Cell and Environment. DOI: 10.1046/j.1365-
3040.1999.00443.x.

Nikzad N, Parastar H. 2021. Evaluation of the effect of organic pollutants exposure on the
antioxidant activity, total phenolic and total flavonoid content of lettuce (Lactuca sativa
L.) using UV—Vis spectrophotometry and chemometrics. Microchemical Journal DOI:
10.1016/j.microc.2021.106632.

Nuruzzaman M, Zhang R, Cao HZ, Luo ZY. 2014. Plant pleiotropic drug resistance
transporters: Transport mechanism, gene expression, and function. Journal of Integrative
Plant Biology DOI: 10.1111/jipb.12196.

Oh MM, Trick HN, Rajashekar CB. 2009. Secondary metabolism and antioxidants are
involved in environmental adaptation and stress tolerance in lettuce. Journal of Plant
Physiology 166(2): 180-191.

Parida AK, Das AB. 2005. Salt tolerance and salinity effects on plants: A review.
Ecotoxicology and Environmental Safety 60(3): 324-349.

Park CH, Yeo HJ, Baskar TB, Kim JK, Park SU. 2018. Metabolic profiling and chemical-
based antioxidant assays of green and red lettuce (lactuca sativa). Natural Product
Communications 13(3): 315-322.

PETRIKOVA K et al. 2006. Zelenina (p&stovani-ekonomika-prodej). Profi Press, s.r.0.,
Praha.

Pierattini EC, Francini A, Huber C, Sebastiani L, Schroder P. 2018. Poplar and diclofenac
pollution: A focus on physiology, oxidative stress and uptake in plant organs. Science of
the Total Environment 636: 944-952.

Podlipna R, Skalova L, Seidlova H, Szotakova B, Kubicek V, Stuchlikova L, Jirasko R,
Vanék T, Vokial 1. 2013. Biotransformation of benzimidazole anthelmintics in reed
(Phragmites australis) as a potential tool for their detoxification in environment.
Bioresource Technology 144: 216-224.

Posmyk MM, Batabusta M, Wieczorek M, Sliwinska E, Janas KM. 2009. Melatonin applied
to cucumber (Cucumis sativus L.) seeds improves germination during chilling stress.
Journal of Pineal Research 46(2): 214-223.

Prieto P, Pineda M, Aguilar M. 1999. Spectrophotometric quantitation of antioxidant capacity
through the formation of a phosphomolybdenum complex: Specific application to the
determination of vitamin E. Analytical Biochemistry 269(2): 337-341.

Qu AL, Ding YF, Jiang Q, Zhu C. 2013. Molecular mechanisms of the plant heat stress
response. Biochemical and Biophysical Research Communications DOI:
10.1016/j.bbrc.2013.01.104.

59



Rajabbeigi E, Eichholz I, Beesk N, Ulrichs C, Kroh LW, Rohn S, Huyskens-Keil S. 2013.
Interaction of drought stress and UV-B radiation - Impact on biomass production and
flavonoid metabolism in lettuce (Lactuca sativa L.). Journal of Applied Botany and Food
Quality 86(1): 190-197.

Ramachandra Rao S, Ravishankar GA. 2002. Plant cell cultures: Chemical factories of
secondary metabolites. Biotechnology Advances 20(2): 101-153.

Ramakrishna A, Ravishankar GA. 2011. Influence of abiotic stress signals on secondary
metabolites in plants. Plant Signaling and Behavior DOI: 10.4161/psb.6.11.17613.
Ripodas C, Via VD, Aguilar OM, Zanetti ME, Blanco FA. 2013. Knock-down of a member
of the isoflavone reductase gene family impairs plant growth and nodulation in

Phaseolus vulgaris. Plant Physiology and Biochemistry 68: 81-809.

Rosenkranz M, Chen Y, Zhu P, Vlot AC. 2021. Volatile terpenes — mediators of plant-to-
plant communication. Plant journal DOI: 10.1111/tpj.15453.

Ryan E, Galvin K, O’Connor TP, Maguire AR, O’Brien NM. 2007. Phytosterol, squalene,
tocopherol content and fatty acid profile of selected seeds, grains, and legumes. Plant
Foods for Human Nutrition 62(3): 85-91.

San Miguel A, Schroder P, Harpaintner R, Gaude T, Ravanel P, Raveton M. 2013. Response
of phase Il detoxification enzymes in Phragmites australis plants exposed to
organochlorines. Environmental Science and Pollution Research 20(5): 3464-3471.

Saqgib M, Khalid MF, Hussain S, Anjum MA. 2017. Effect of water stress and planting system
on growth, yield and quality of sweet potato. Acta Scientiarum Polonorum, Hortorum
Cultus 16(6): 201-210.

Sarapatka B. UJ a kol. 2007. Ekologické zemédélstvi v praxi. Svaz ekologickych zemédélct
PRO-BIO, Sumperk.

Sarikamis G, Cakir A. 2017. Influence of salinity on aliphatic and indole glucosinolates in
broccoli (Brassica oleracea var. Italica). Applied Ecology and Environmental Research
15(3): 1781-1788.

Savoi S, Wong DCJ, Arapitsas P, Miculan M, Bucchetti B, Peterlunger E, Fait A, Mattivi F,
Castellarin SD. 2016. Transcriptome and metabolite profiling reveals that prolonged
drought modulates the phenylpropanoid and terpenoid pathway in white grapes (Vitis
vinifera L.). BMC Plant Biology DOI: 10.1186/s12870-016-0760-1.

Schroder P, Collins C. 2002. Conjugating enzymes involved in xenobiotic metabolism of
organic xenobiotics in plants. International Journal of Phytoremediation 4(4): 247-265.

Schulte-Oehlmann U, Oehlmann J, Piittmann W. 2007. Humanpharmakawirkstoffe in der
Umwelt: Eintrdge, Vorkommen und der Versuch einer Bestandsaufnahme.
Umweltwissenschaften und Schadstoff-Forschung DOI: 10.1065/uwsf2007.07.202.

Seeram NP, Adams LS, Zhang Y, Lee R, Sand D, Scheuller HS, Heber D. 2006. Blackberry,
black raspberry, blueberry, cranberry, red raspberry, and strawberry extracts inhibit
growth and stimulate apoptosis of human cancer cells in vitro. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 54(25): 9329-93309.

Seigler DS. 1998. Plant Secondary Metabolism. Page Plant Secondary Metabolism.

Sessa RA, Bennett MH, Lewis MJ, Mansfield JW, Beale MH. 2000. Metabolite Profiling of
Sesquiterpene Lactones from Lactuca Species. Journal of Biological Chemistry 275(35):
26877-26884.

Shamloo M, Babawale EA, Furtado A, Henry RJ, Eck PK, Jones PJH. 2017. Effects of
genotype and temperature on accumulation of plant secondary metabolites in Canadian
and Australian wheat grown under controlled environments. Scientific Reports DOI:
10.1038/s41598-017-09681-5.

Sharma A, Kumar V, Singh R, Thukral AK, Bhardwaj R. 2016. Effect of seed pre-soaking
with 24-epibrassinolide on growth and photosynthetic parameters of Brassica juncea L.

60



in imidacloprid soil. Ecotoxicology and Environmental Safety 133: 195-201.

Sharma A, Shahzad B, Rehman A, Bhardwaj R, Landi M, Zheng B. 2019. Response of
phenylpropanoid pathway and the role of polyphenols in plants under abiotic stress.
Molecule DOI: 10.3390/molecules24132452.

Slatnar A, Jakopic J, Stampar F, Veberic R, Jamnik P. 2012. The Effect of Bioactive
Compounds on In Vitro and In Vivo Antioxidant Activity of Different Berry Juices.
PLoS ONE DOI: 10.1371/journal.pone.0047880.

Steinhorst L, Kudla J. 2013. Calcium and reactive oxygen species rule the waves of signaling.
Plant physiology DOI: 10.1104/pp.113.222950.

Steudle E. 2000. Water uptake by roots: Effects of water deficit. Journal of Experimental
Botany 51(350): 1531-1542.

Sudhakar C, Lakshmi A, Giridarakumar S. 2001. Changes in the antioxidant enzyme efficacy
in two high yielding genotypes of mulberry (Morus alba L.) under NaCl salinity. Plant
Science 161(3): 613-619.

Szakiel A, Paczkowski C, Henry M. 2011. Influence of environmental abiotic factors on the
content of saponins in plants. Phytochemistry Reviews DOI: 10.1007/s11101-010-9177-
X.

Teles YCF, Souza MSR, De Souza M de FV. 2018. Sulphated flavonoids: Biosynthesis,
structures, and biological activities. Molecules DOI: 10.3390/molecules23020480.

Ternes TA, Bonerz M, Herrmann N, Teiser B, Andersen HR. 2007. Irrigation of treated
wastewater in Braunschweig, Germany: An option to remove pharmaceuticals and musk
fragrances. Chemosphere 66(5): 894-904.

Tuteja N, Sopory SK. 2008. Chemical signaling under abiotic stress environment in plants.
Plant Signaling and Behavior DOI: 10.4161/psb.3.8.6186.

Wan J, Griffiths R, Ying J, McCourt P, Huang Y. 2009. Development of drought-tolerant
canola (Brassica napus L.) through genetic modulation of ABA-mediated stomatal
responses. Crop science DOI: 10.2135/cropsci2008.09.0568.

Wang L, Shan T, Xie B, Ling C, Shao S, Jin P, Zheng Y. 2019. Glycine betaine reduces
chilling injury in peach fruit by enhancing phenolic and sugar metabolisms. Food
Chemistry 272: 530-538.

Wei T et al. 2021. Whole-genome resequencing of 445 Lactuca accessions reveals the
domestication history of cultivated lettuce. Nature Genetics 53(5): 752-760.

Woyengo TA, Ramprasath VR, Jones PJH. 2009. Anticancer effects of phytosterols.
European Journal of Clinical Nutrition DOI: 10.1038/ejcn.2009.29.

Wu X, Dodgen LK, Conkle JL, Gan J. 2015. Plant uptake of pharmaceutical and personal care
products from recycled water and biosolids: A review. Science of the Total Environment
DOI: 10.1016/j.scitotenv.2015.07.129.

Xu SL, Rahman A, Baskin TI, Kieber JJ. 2008. Two leucine-rich repeat receptor kinases
mediate signaling, linking cell wall biosynthesis and ACC synthase in arabidopsis. Plant
Cell 20(11): 3065-3079.

Xu Z, Zhou G, Shimizu H. 2010. Plant responses to drought and rewatering. Plant Signaling
and Behavior DOI: 10.4161/psb.5.6.11398.

Yang L, Wen KS, Ruan X, Zhao Y X, Wei F, Wang Q. 2018. Response of plant secondary
metabolites to environmental factors. Molecules 23:1-26.

Yang T, Ali GS, Yang L, Du L, Reddy ASN, Poovaiah BW. 2010. Calcium/calmodulin-
regulated receptor-like kinase CRLK1 interacts with MEKKZ1 in plants. Plant Signaling
and Behavior 5(8): 991-994.

Yang X, Flowers RC, Weinberg HS, Singer PC. 2011. Occurrence and removal of
pharmaceuticals and personal care products (PPCPs) in an advanced wastewater
reclamation plant. Water Research 45(16): 5218-5228.

61


https://dx.doi.org/10.3390/molecules23020480

Yazici I, Tiirkan I, Sekmen AH, Demiral T. 2007. Salinity tolerance of purslane (Portulaca
oleracea L.) is achieved by enhanced antioxidative system, lower level of lipid
peroxidation and proline accumulation. Environmental and Experimental Botany 61(1):
49-57.

Ying C, Wan D. 2012. Quantitative determination of total and individual flavonoids in stems
and leaves of Buddleja davidii and Buddleja albiflora. Pharmacognosy Magazine 8(32):
273-279.

You Q, Chen F, Wang X, Jiang Y, Lin S. 2012. Anti-diabetic activities of phenolic
compounds in muscadine against alpha-glucosidase and pancreatic lipase. LWT - Food
Science and Technology 46(1): 164-168.

Zhang L et al. 2017. RNA sequencing provides insights into the evolution of lettuce and the
regulation of flavonoid biosynthesis. Nature Communications DOI: 10.1038/s41467-
017-02445-9.

Zhao X, Carey EE, Young JE, Wang W, Iwamoto T. 2007. Influences of organic fertilization,
high tunnel environment, and postharvest storage on phenolic compounds in lettuce.
HortScience 42(1): 71-76.

Zhong J -j, Seki T, Kinoshita S -i, Yoshida T. 1991. Effect of light irradiation on anthocyanin

production by suspended culture of Perilla frutescens. Biotechnology and Bioengineering

38(6): 653-658.

62



9 Seznam obrazku

Obrazek 1 - Rozdé€leni jednotlivych tfid flavonoidi a jejich chemické struktury. ....... 15

Obrazek 2 - Priklady zastupcii dalSich fenolickych latek. ..........ccovvvviiiiiiiiiiiiiins 17
Obrazek 3 - Chemicka struktura monoterpent. ..........c.cueverierieiinieneeese e 18
Obrazek 4 - Chemické struktury nejhojnéjSich fytosteroidll. ......ocovvviviviiiiiiiieniiinnns 18
Obrazek 5 - Schéma reakce rostlin na stresové faktory. Pfevzato od (Leitdo et al.
2020D). ettt b e nes 19
Obrazek 6 - Riizné abiotické stresové signaly vytvarejici stres v rostlindch. Pievzato
0d (Mahajan & TULeja 2005). .....ecceerieiieieerie ettt s re e be e e e sneesreenneenes 20

Obrazek 7 - Piehled obranné signalizace u rostlin pod abiotickym stresem. Pti
vnimaném stresu jsou aktivovany sekundarni poslové jako jsou ROS, Ca?* nebo NO, ktefi pak
indukuji rizné kinazy napt. mitogen aktivovanou proteinkindzu (MAPK) nebo vapnik-
zavislou proteinkindzu (CDPK). Tohle pak vede k aktivaci transkripcnich faktort (TF),
enzymd a proteint, kteti dale aktivuji transkripci genti souvisejici s obranou proti strestim.
Mimo jiné vznikaji i fytohormony, které taky napomahaji k obrané rostlin napt. kyselina
salicylova (SA), kyselina jasmonova (JA) a ethylen (ET). Pfevzato a upraveno od (Lephatsi et

Bl. 2021). 1ottt b R bRttt e bt et be b beere e eneeneas 21
Obrazek 8 - chemicka struktura paracetamolu. ............coovrieiieiiiic i 28
Obrazek 9 - Extrakce pod Liebigovym zpétnym chlazenim (vlevo) a filtrace vzorkt do

odmérnych (25 ml) ban€k (vpravo). Foto autora (2021). .....cceeveeiiiiiiniiienie e 31
Tabulka 1 - Piehled zakladnich statistickych parametrti u salatu hlavkového v letech

2016 az 2021 pro Ceskou republiku. Zdroj €agri.CZ.......coeveveererereriesrsssssesssssessesssesessnens 11
Tabulka 2 - Podrobny popis makrozivin a mikrozivin obsazenych ve 100 g jedlé ¢asti

salatu hl&VkovEho. Zdroj NZIP.CZ ......coiueeiiiiiie i 12

Graf 1 - Stanoveni celkového obsahu flavonoidii po aplikaci paracetamolu.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 = 500 uM, V5=5 mM. Oranzov¢ vyznacena
chronicka zalivka, modfe jednorazova. Hodnoty ptedstavuji primér 3 méteni + SD, (F,12
102)=216,02, P=0,0000. ........eeutrrermeemieeeiente ettt 34

Graf 2 - Celkovy obsah flavonoidt po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro
data uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, = SD, F (4,20)
=131, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 pM a V5=5 MM. ......ccceoiiiiiriririreiee 35

Graf 3 - Stanoveni celkového obsahu fenolti po aplikaci paracetamolu. V1=kontrola,
V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 = 500 pM, V5=5 mM. Oranzov¢ vyznacena chronicka zalivka,
modie jednorazova. Hodnoty pfedstavuji pramér 3 méfeni + SD, (F,12 102)=26,452,
P=0,0000. ...ttt bbb bRttt bbb bt bt e e 36

Graf 4 - Celkovy obsah fenolt po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro data
uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, + SD, F (4,20)
=71,30, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 pM a V5=5 MM. ....ccccceviriiiriiiriiiieen 37

Graf 5 - Stanoveni celkového obsahu fenolickych kyselin po aplikaci paracetamolu.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 = 500 uM, V5=5 mM. Oranzov¢ vyznacena
chronicka zalivka, modie jednorazova. Hodnoty ptedstavuji prumér 3 méfeni + SD, (F,12
102)=187,54, P=0,0000. ........ccutiririieririeienierie ettt bbb 37

Graf 6 - Celkovy obsah fenolickych kyselin po aplikaci paracetamolu po 336
hodinach. Pro data uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +

63



SD, F (4,20) =387,54, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné,
kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM. .........cccc0scvrun. 38
Graf 7 - Stanoveni celkového obsahu anthokyanint po aplikaci paracetamolu.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 =500 uM, V5=5 mM. Oranzov¢ vyznacena
chronicka zalivka, modfe jednorazova. Hodnoty pfedstavuji pramér 3 méfeni + SD, (F,12
102)=4,2794, P=0,0000. ......ectrerriirieieiieie ettt bbb enes 39
Graf 8 - Celkovy obsah anthokyanint po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro
data uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, = SD, F (4,20)
=31,261, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V55 MM. ......cccoviiiiiiiciece e 40
Graf 9 - Stanoveni antioxida¢ni aktivity po aplikaci paracetamolu. V1=kontrola, V2=5
uM, V3 =50 uM, V4 =500 uM, V5=5 mM. Oranzove vyznacena chronicka zalivka, modre
jednorazova. Hodnoty piedstavuji pramér 3 méteni + SD, (F,12 102)=564,83, p=0,0000......41
Graf 10 - Celkovy obsah anthokyaninti po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro
data uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, = SD, F (4,20)
=850,74, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 MM. ......ccccceoiimiiiiriiiieneis 41
Graf 11 - Stanoveni vychytavani peroxidu vodiku po aplikaci paracetamolu.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 =500 uM, V5=5 mM. Oranzov¢ vyznacena
chronicka zalivka, modie jednorazova. Hodnoty pfedstavuji pramér 3 méfeni + SD. (F,12
102)=58,986, P=0,0000. ......c.eererrrrereiieerierieeie e ee et nreenreanee e 42
Graf 12 — HP-FRSA po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro data uvedena v
grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, + SD, F (4,20) =68,443,
p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05.
V1=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 MM. ......cccceoiiiiiiiriiiiiniiie 43
Graf 13 - Celkovy obsah flavonoidii po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro
data uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, = SD F
(5,26)=30,95, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz
P<0,05. V1=KONtrola, V2=5 MM. .....oooiiiiieiiee ettt 43
Graf 14 - Celkovy obsah fenolii po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro data
uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, + SD F
(5,26)=33,001, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz
P<0,05. V1=KONtrola, V2=5 MM. .....oooiiiiieiiee ettt 44
Graf 15 - Celkovy obsah fenolickych kyselin po aplikaci paracetamolu po 336
hodinach. Pro data uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, +
SD F (5,26)=30,915, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné,
kdyz p<0,05. V1=K0Ntrola, V2=5 MM. ..ot 45
Graf 16 - Celkovy obsah anthokyaninti po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro
data uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3,+ SD F
(5,26)=2,7750, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz
P<0,05. V1=Kontrola, V2=5 MM, ..ottt 45
Graf 17 — Stanoveni antioxidaéni aktivity po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach.
Pro data uvedena v grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3,+SD F
(5,26)=1831,1, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz
P<0,05. V1=Kontrola, V2=5 M. ......cooiiiiie et 46
Graf 18 — HP-FRSA po aplikaci paracetamolu po 336 hodinach. Pro data uvedena v
grafu byla provedena ANOVA s post-hoc Tukey testem, n=3, + SD F (5,26)=231,3,
p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05.
V1=Kontrola, V2=5 MM. ..o 47
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Graf 19 - Analyza hlavnich komponent (PCA). Symboly na PCA grafu (A) ukazuji
standardizované skore na ose x a y pro koncentra¢ni fadu od V1 (kontrola) po V5 (mM)
vcetné chronické a jednorazové zalivky, graf (B)je vyjadienim kontroly (V1) a stresovaného
vzorku (V2) v ramci celého experimentu (od 0 h po 336 h). Vektorové soutadnice piedstavuji
korelace mezi standardizovanymi proménnymi (TPC — celkovy obsah fenoli, TFC — celkovy
obsah flavonoida, PAC — celkovy obsah fenolickych kyselin, TAC — celkovy obsah
anthokyanint, PAP — antioxidacni aktivitu a HP-FRSA — aktivitu vychytavani peroxidu).....48
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