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Vliv paracetamolu na obsah sekundarnich metabolitii
u lociky seté

Souhrn

Lidska c¢innost poskytla svétu Sirokou Skalu chemickych latek, které se bud’ zamérné
nebo ndhodou mohou dostat do zivotniho prostredi jako jeho kontaminanty. Jedna se vétsinou
o cizorodé¢ slouceniny, obecné nazyvané jako xenobiotika. Kromé& béznych organickych
polutantt a pesticidi se sem fadi mimo jiné i 1éCiva a jejich rezidua.

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

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

rostlinami a pfipadnymi symbiotickymi organismy

Tato diplomova prace se zabyva jak paracetamol, bézn¢ dostupné 1écivo volné prodejné
v lékarnach, pusobi na obsah sekundarnich metabolitti u rostliny Lactuca sativa, komercné

znamého jako salat, jedné z nejpéstovanéjsi a nejrozsirené)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 nejrozsitengjSich listovych zelenin na svété. Pouziva se vyhradné jako Cerstvd 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 pravé
locika setd, se fadi fenolické slouceniny vznikajici v ramci sekundarniho metabolismu, které
jsou vSudypfitomné v rostlinnych organech a ovliviiuyji senzorické a nutricni vlastnosti
potravin rostlinného pavodu (Slatnar et al. 2012). Tyto metabolity byly a jsou, diky svym
biologickym ucinkiim, vyuzivany v ramci tradiéni mediciny. Dale jsou pouzivany jako
vyznamné slouceniny pii vyrobé 1éCiv, potravinaiskych pridatnych latek, pfichuti, parfému,
kosmetickych prostfedkt, nutraceutik a pramyslové dalezitych biochemickych latek, diky
tomu, Ze u nich byly prokazany pftiznivé ucinky 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 dualezitou roli v jejim
vztahu k Zivotnimu prostedi. Rostliny je ¢asto mohou vyuzivat k ochrané proti bylozravecum
nebo patogentim, ale mohou poskytovat i ochranu pied vnéj$imi abiotickymi stresy, kde hraji
dulezitou ulohu pii adaptaci na stresové podminky (BENNETT & WALLSGROVE 1994), ¢i
prispivaji ke specifickym pachiim, chutim a zbarvenim a funguji jako atraktanty
(Ramakrishna & Ravishankar 2011). Ngkteré rostliny vyuzivaji sekundarni metabolity
dokonce i ke komunikaci mezi rostlinami a pfipadnymi symbiotickymi organismy (Yang et
al. 2018).

V piirodé se stres obecné nevyskytuje izolované a mnoho stresovych Cinitelt se ve
vzajemném pusobeni maze vyrusit nebo podpofit. V reakci na tyto stresové signaly, které se
navzajem kiizi, pfiroda vyvinula rizné 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 pficinou vyrazného snizeni vynosu
plodin po celém svét€é az o 50 %, a tim ohrozuji udrzitelnost zemédelské produkce. Mezi
hlavni abiotické stresové faktory se fadi teplota, salinita, nedostatek nebo prebytek vody,
svétlo nebo jiné typy zafeni a chemicky stres. (Tuteja & Sopory 2008; Ramakrishna &
Ravishankar 2011).

Pravé pesticidy nebo 1éCivé a pomocné latky a jejich rezidua, které se pohybuji
v koncentracich mezi ng/l az pg/l mohou zpusobovat chemicky stres, ktery je v poslednich
letech zkouman. Rizika téchto chemikalii pro Clovéka, zvifata a vodni ekosystém je dobie
znamy, ale i informace o interakcich rostlina-1éciva latka a metabolickych drah zatim nejsou
tolik prozkoumané. Nicméné€ bylo prokdzano, ze rostliny absorbuji xenobiotika
z kontaminované ptidy a vody (Ternes et al. 2007; Bartha et al. 2010; Leitdo et al. 2021a).

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



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je vyhodnotit obsah celkovych fenolt, celkovych flavonoidi a fenolickych
kyselin v suSin€ rostliny Lactuca sativa, ktera byla péstovana v zemin€ kontaminované
paracetamolem o vzrustajici koncentraci od 5 uM po 5 mM.

Z uvedenych cili vyplyvaji nasledujici hypotézy:

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

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



3 Literarni reSerse

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 tadi do kmene Lactuceae, podCeledi Cichoriodeae, Celedi hvézdnicovité
(Asteraceae) a tiidy dvoudélozné (Rosopsida). Presné vymezeni rodu byva problematické a
celkovy pocet taxoni se liS§i autor od autora. VyznaCuje se znacnou genetickou a
morfologickou variabilitou. Locika seta zahrnuje sedm hlavnich kultivart, které se lisi
predevsim fenotypové, obvykle oznaovany jako morfotypy (Kfistkova et al. 2008).

Locika seta je jednoleta bylina stenkym kohoutkovym kofenem a pfimou lodyhou
vysokou 30-100 cm, kterd je v horni ¢asti rozvétvend. Lodyha je protkana specializovanymi
buikami zvanymi mlécnice, které pii poskozeni pletiv vylucuji bily latex. Listy jsou
spiralovité usporadané a uprostied tvoii rGzici nebo hlavku. Tvar listi je podlouhly az
elipticky, okrouhly az trojuhelnikovy. Listy jsou nedélené az zpetfené. Okraj listu je
celokrajny az zubaty, ¢asto kudrnaty.

Kvétenstvi (hlava) je sloZzeno ze sedmi az patnacti zlutych ligula (kvitk(). Hlavu tvori
husté listenova lata. Zakrov je deset az patnact milimetrti dlouhy a valcovity, zakrovni listeny
jsou §iroce az uzce kopinaté, svétle zelené s bilymi okraji. Plodem je nazka s péti az sedmi
setozovymi zebry na kazdé stran€, zobakem a bilym chmyrem. Jeho délka Cini Sest az osm
milimetrd a ma bilou az krémovou barvu. Plod je diploidni se zakladnim poc¢tem chromozomu
n=9 (Kfistkova et al. 2008).

3.1.1 Puvod a péstovani

Péstovany salat je povazovan za jednu z nejdulezitéjSich rostlin ve skupiné listovych
zelenin. Pouziva se vyhradné jako Cerstva zelenina v salatech, ale nékteré formy jsou také
vhodné k tepelné uprave. Salat se se péstuje v mnoha zemich po celém svéte, zvlasteé oblibeny
je v Asii, Severni Americe a Evropé. Je to rovnéz Casty druh pfi doméacim péstovani zeleniny
(Lebeda et al. 20006; Kristkova 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 puavodu, dlouhé historie Slechténi a slozitého procesu
domestikace (Lebeda et al. 2021). Podle Damania et al. (1998) muze byt pavodnim centrem
pestovani Egypt s odhadovanym datem domestikace salatu 7 000 let pfed nasim letopoctem,
diky vyobrazeni jeho dlouholisté formy na hrobovych malbach. Oproti tomu Zhang et al.
(2017) posunul prvotni domestikaci salatu jesté o vice jak 3500 let dale v urodném tudoli
pulmésice na Blizkém vychodé. Nedavna studie ale naznalila, Ze centrem domestikace
pestovaného salatu byl Kavkaz (Wei et al. 2021).

Ackoli rizné skupiny vyzkumnikii v pribehu let navrhovali rizné klasifikacni systémy,
neexistuje dnes zadny standardizovany klasifikaéni systém. Salat se péstuje v odliSnych
barvach a velikostech, a diky této rozmanitosti ho lze rozradit dle typd. Typ je skupina
kultivart, které jsou morfologicky podobné, ty lze rozdélit na podtypy, které sdileji vice
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morfologickych a genetickych podobnosti. Kultivar je odrida vybrana pro pozadované
vlastnosti pro kultivaci a odriada je taxonomicka kategorie pod druhy a poddruhy.
Nejrozsitenéj§im druhem lociky seté je salat hlavkovy (Lactuca sativa var. capitata) (Kim et
al. 2016).

Péstovani salatu neni pfilis narocné substrat. Vhodné jsou pro néj piscité az hlinité pudy
a vzhledem k tomu, ze salat nevyzaduje pfimé organické hnojivo je vhodnou predplodinou
péstebniho postupu. Salat neni narocny na zavlazovani, diky svym kofenim dokaze Cerpat
vodu i z hlubSich vrstev pudy, a proto neni pii jeho péstovani ani tieba velké zalivky. Jarni
produkce, na rozdil od podzimni a letni, nevyzaduje témeét zadné zavlazovani. Ve taky zalezi
na srazkach béhem péstovaného obdobi. Salat se sklizi pii hmotnosti 400 az 600 gramu
(PETRIKOVA 2006; Sarapatka 2007; Koudela & Petiikova 2008).

Slecht&ni salatu je zamé&fené piedevsim na rizné morfologické znaky a odolnost viici
§kiidcim a chorobam. Tato oblast zaznamenala v poslednich letech pokrok. Existuji odridy
odolné vici msicim, vét§ina novych odrid je odolnéjsi nejen vici plisnim, ale i proti virovym
chorobam (Sarapatka 2007).

Péstebni plocha pro salat hlavkovy dosdhla maxima v roce 2017, od kterého méla
sestupnou tendenci az do roku 2021, kdy doslo ke zvySeni osevni plochy o 20 ha (Tabulka 1).
Rovnéz sklizenn dosdhla maxima v roce 2017 a po velkym propadu vroce 2018 ma opét
v nasleduyjicich letech vzestupnou tendenci (Tabulka 1). Spotieba salatu vsak uz nékolik let
stagnuje okolo priméru 2.4 kg/obyv./rok.

Tabulka 1 - PFehled zdkladnich statistickych parametrii u saldtu hldvkového 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 22 986 11955 16 259 16 259 16 439
Spotieba 2.0 2.4 2.5 2.4 2.4 -
(kg/obyv./rok)

Dovoz (t) - 6 924 7674 7763 5024! -

3.1.2 Obsah zivin

Prestoze je salat bézné konzumovanou zeleninou, nebyl povazovan za nutricné
vyznamnou plodinu, predev§im kvili vysokému obsahu vody. Obsah Zivin v salatu je zavisly
na podminkach péstovani, konkrétné na teploté, vyzivé a zpusobu hnojeni, zavlazovani a
pestovani a v neposledni fadé na kultivaru (Koudela & Petiikova 2008).

Vzhledem k 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 obé esencialni. Celkovy obsah PUFA se v salatu pohybuje

' Obdobi od 1.1.-31.8.2020
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mezi 0,7 az 1,6 mg/g, pricemz dospély Clovék potiebuje pfijmout 12-17 g/den kyseliny
linolenové a 1,1-1,6 g/den kyseliny linolové. Salat také poskytuje sacharidy se snizenou
stravitelnosti, a tim 1 niz§im kalorickym obsahem. Salat je velmi bohaty zdroj vlakniny a
uvadi se, ze sto graml Cerstvého salatu poskytne az 10 % doporucené denni davky vlakniny
pro dospélého cCloveka. Salat také neni bohaty na posledni makrozivinu, bilkoviny.
Z mikrozivin je nejvyznamnéjSi obsah Zzeleza, 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 cdasti saldtu hlavkového. Zdroj

Nzip.cz
Latky obsaZené v hlavkovém salatu Na 100 g jedlé casti Latky obsaZené v hlavkovém salatu Na 100 g jedlé casti
Energie (kcal) 1 Zelezo (mg) 0.3
Tuky (g) 0.2 Vitamin A (ug) 187
Bilkoviny (g) 12 vitamin Bl (mg) 006
Sacharidy (g) 1.1 vitamin B2 (mg) 0.08
Vlaknina (g) 14 Vitamin B3 (mg) 0.3
Draslik (mg) 172 Vitamin B6 (mg) 0,06
Vapnik (mg) 20 Vitamin C (mg) 13
Hoféik (mg) 9 Vitamin E (mg) 0.6

3.1.3 Bioaktivni slou¢eniny

Mezi hlavni bioaktivni latky rostlin se fadi fenolické slouceniny, produkty sekundarniho
metabolismu, které jsou vSudyptitomné v rostlinnych organech a ovliviiuji senzorické a
nutriéni vlastnosti potravin. Diky jejich antioxidacni aktivité, kterou mohou mit 1 vétsi nez
napf. vitamin C, byly u nich prokazany pfiznivé ucinky 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.
Nejvétsi zastoupeni u salatu z fenolovych kyselin maji  kyselina kéavova, kyselina
chlorogenova a jejich derivaty. Celkovy obsah fenolovych kyselin méfeny jako obsah
derivatl kyseliny kavové se pohybuje mezi 0,2-2,0 mg/g v susin€. 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 napt. flavonoly kvercetin a
kaempferol, anhtokyaniny a flavon luteolin (Zhao et al. 2007; Llorach et al. 2008; Kim et al.
2016).

Vys8i obsah celkovych fenolti u Cervenych odrid ve srovnani se zelenymi muze byt
tedy zpusobeno jak fenolickymi kyselinami (hlavné kyselinou kavovou a jejimi derivaty), tak
flavonoly, které jsou pifevladajici slozkou, zatimco u zelenych variant jsou hlavni slozkou
fenolové kyseliny. Dale pak mohou byt zodpovédné anthokyaniny, které zptisobuji Cervené
zbarveni u téchto variant. Celkové studie ukazaly, 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 vznika syntézou z primarnich metabolita
(aminokyseliny, sacharidy, lipidy). Biosyntéza primarnich metaboliti hraje zasadni roli pro
zivot rostliny (rast, reprodukce, metabolismus). Naopak sekundarni metabolismus je
definovén jako termin produkci molekul, které nejsou nezbytné pro preziti organismu (Larson
1988; Alvarez 2014; Yang et al. 2018).

V prirodé sekundarni metabolity hraji dulezitou roli ve vztahu k zivotnimu prostiedi.
Jsou klicovymi slouceninami pro interakci rostlin s okolim pfi adaptaci na biotické i abiotické
stresové podminky (Yang et al. 2018). Rostliny je vyuzivaji k ochrané proti bylozravcim
nebo patogentim, ale mohou poskytovat i ochranu pred dalSimi stresy z prostiedi (BENNETT
& WALLSGROVE 1994), ¢i prispivaji ke specifickym pachiim, chutim a zbarveni
(Ramakrishna & Ravishankar 2011). Neékteré rostliny vyuzivaji sekundarni metabolity
dokonce i ke komunikaci mezi rostlinami a pfipadnymi symbiotickymi organismy (Yang et
al. 2018). Sekundarni metabolity se hromadi v malych mnozstvich ve specializovanych
bunkach b&hem specifickych vyvojovych stadiich rostlin nebo béhem stresu, kdy jsou
syntetizovany v reakci na expozici nékterych biotickych nebo abiotickych faktoru (Seigler
1998; Alvarez 2014).

Rostlinné sekundarni metabolity byly diky své biologické aktivité vyuzivany jako
dulezita soucast tradicni mediciny. Dale jsou vyznamnym zdrojem pro vyrobu farmaceutik,
potravinarskych ptidatnych latek, pfichuti, parfémi, kosmetickych prostfedkt, nutraceutik a
prumyslové dalezitych biochemickych latek (Ramakrishna & Ravishankar 2011; Yang et al.
2018). Vytézky téchto sloucenin z volné rostoucich rostlin jsou vSak Casto malé (mén¢€ nez 1
% susiny) a extrakce a CiSténi Casov€é narocné. Navic obsah zéavisi na fyziologickém a
vyvojovém stadiu rostliny (Ramachandra Rao & Ravishankar 2002). Biosyntézu a akumulaci
sekundarnich metaboliti mohou ovlivnit rizné genetické, ontogenetické, morfologické a
environmentalni faktory. Akumulace je silné zavisla na raznych faktorech prostiedi, jako je
teplota, svétlo, pudni voda, slozeni pudy 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 zivota a slouzi k navazani vztah mezi rostlinami a jinymi
mikroorganismy (Seigler 1998; Goyal et al. 2012; Yang et al. 2018).

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

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity produkované vy$§§imi rostlinami, které jsou
obsazeny v ovoci, zelening, obilovinach, kaveé nebo ¢aji (Daglia 2012). Flavonoidy, jedna ze
skupin polyfenolt, se stala nejprozkoumanéjsi skupinou rostlinnych polyfenold. Nékteré
flavonoidy jako napftiklad kvercetin se nachazeji prakticky ve vSech rostlinnych produktech,
jiné jsou specifické pro nékteré druhy, napriklad flavanoly v citrusovych plodech (Manach et
al. 2004). Jejich pravidelna konzumace je spojena se snizenym rizikem fady onemocnéni.
Pficitaji se jim antioxidacni, antialergické, protizanétlivé, protirakovinné, antivirové a
antibakterialni u¢inky. Mezi polyfenoly, které jsou taktéz pfitomny v rostlinnych pletivech
jako fazeny 1 lignany nebo tfisloviny. Podle Manach et al. (2004) jsou polyfenoly obecné
povazovany za antioxidanty pusobici proti volnym radikalim a pomahaji tlumit proces
ptirozeného starnuti, Parkinsonovu a Alzheimerovu chorobu. Jejich ucinky zavisi na
spotfebovaném mnozstvi a na jejich biologické dostupnosti. Polyfenoly jsou pak v téle
metabolizovany stievni mikrofldrou a stfevnimi a jaternimi enzymy (Alvarez 2014).

Po chemické strance se jedna o aromatické slouceniny sjednou nebo vice
hydroxylovymi skupinami. Chemicka struktura muze byt rGznoroda — od jednodussich
molekul tvofenych jednim aromatickym kruhem az po polymerni slouceniny typu
kondenzovanych tfislovin. Tyto slouceniny vychézi z fenylalaninu a jsou Casto také nazyvany
fenylpropanoidy. Vétsina fenolickych sloucenin se vytvati 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 Sikimatova draha, 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 slouCeninam. Prvni tfi kroky této drahy tvofi reakce obecné
fenylpropanoidové drahy a tvoti prekurzory pro dal§i metabolity. Z fenylalaninu je za pomoci
PAL odstépena dusikatd skupina za vzniku kyseliny skoficové, ktera pak pomoci enzymu
cinnamat-4-hydroxylazy (C4H) poskytne kyselinu p-kumarovou. Poslednim krokem je
pfemeéna této kyseliny na kumaroyl-koenzym A za pomoci enzymu 4-kumarat-CoA ligazy. Po
této spolecné cesté se metabolismus vétvi na rizné podskupiny metaboliti napf. draha
flavonoidni, ligninova a dal§i. Néktefi zastupci této skupiny maji strukturalni funkei (napf.
lignin zpeviiujici bunécné stény), jini se podileji na obrané rostlin (napi. kumarin), opylovani,
ochrané proti UV zafeni a vyvoji semen, nebo se ucastni na kontrole rastu rostliny (Alvarez
2014; Sharma et al. 2019; Dong & Lin 2021).

3.2.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy obsahuji béznou uhlikovou kostru difenylpropant, dva benzenové kruhy
spojené linearnim fetézcem. Bylo identifikovano pres 4000 flavonoidi v ovoci, zelenin€ a
raznych napojich. Flavonoidy mohou byt dale rozdélené v zavislosti podle pfitomnosti dvojné
vazby pyranového kruhu, substituentd a polohy fenylu na flavonoly, flavony, flavanony,
flavanoly, anthokyanidiny a isoflavony (Obréazek 1) (Daglia 2012).
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Tyto latky se Casto nachézeji ve vakuole bunék a jsou zodpovédné za barvu vétSiny
kvéth a plodi, funguji jako opylovaci atraktanty (pelargonidin, kyanidin, delfinidin), chrani
rostliny pred UV-B zafenim (kaempferol), popf. pusobi jako atraktanty pro hmyz
(isokvercetin) nebo naopak bylozravce odpuzuji (proanthokyanidiny). Nekteré z nich
(apigenin, luteolin nebo isoflavony daidzein a genistein) se také ucastni jako signalni
molekuly v ramci symbiozy bobovitych rostlin a bakterii rodu Rhizobium. Mnoho flavonoid
je syntetizovano na zakladé stresovych podnétd, jako jsou zranéni, sucho, vystaveni tézkym
kovim a nedostatek zivin. Flavonoidy, zejména flavonoly a flavanoly, pusobi jako
antioxidanty pfi ochrané rostlin pfed oxidacnim stresem (Alvarez 2014).

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

Flavony Flavan-3-oly (katechiny)
R4

OH
F

OH

OH O OH
Flavanony Isoflavony Anthokyanidiny

Obrazek 1 - Rozdeéleni jednotlivych trid flavonoidii a jejich chemické struktury.

Flavanoly tvofi velmi komplexni skupinu polyfenoli 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 pfijem. Je potvrzeno, ze flavanoly mohou
stimulovat hladiny oxidu dusnatého v krvi kurakd a zvratit nékteré narusené funkce cév
souvisejici s koufenim (Brodowska 2017). Nejvyznamné&jSim zastupcem jsou katechiny, kdy
hlavnimi zdroji katechinu jsou zeleny a Cerny Caj, Cervené vino, ¢okolada, meruiiky, jablka,
broskve, ¢ervené maliny a ostruziny. Katechin zabranuje oxidaci proteina diky své schopnosti
pohlcovat volné radikaly a snizovat tim oxidadni stres (Manach et al. 2004). Uginnost
flavonolt jako antioxidacnich Cinidel vétSinou zavisi na jejich chemické strukture.
Nejdulezitejsimi slozkami ucinku tvofi tfi 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 radikald.

Anthokyanidiny jsou skupinou pfirodnich pigmentd, které ovliviuji Cervené, modré a
fialové zbarveni pfitomné v mnoha plodech (napf. Cerny rybiz nebo boravky).
Anthokyanidiny hraji zasadni roli pfi kardiovaskularnich onemocnénich, rozkladu
cholesterolu a zrakové ostrosti. K nejcastéjsim zastupcim patii malvidin, petunidin, kyanidin
a delfinidin (Brodowska 2017).

Flavanony jsou fenolické latky, které se vyskytuji ve vSech nadzemnich i podzemnich
Castech rostlin. Jejich antioxidac¢ni aktivita z&visi na poCtu a prostorovém umisténi
fenolickych -OH skupin. Flavanony vykazuji 1 protizanétlivé, protirakovinné a antivirové
ucinky. Nachazi se hlavné v citrusech napf. hesperidin v citronu nebo naringenin v grepfruitu
(Manach et al. 2004).

Isoflavony na rozdil od ostatnich tfid maji mensi vyskyt v rostlinach, kdy jsou uvadény
jako typické metabolity Celedi Fabaceae Hraji velkou roli pii tvorbé fytoalexind, ¢tj.
nizkomolekularnich sloucenin syntetizovanych a akumulovanych v rostlinach béhem stresu a
vyvolaném napf. utokem mikrobti. Tyto aktivni obranné latky maji fungistatické,
antibakterialni, antivirové a antioxidacni vlastnosti. Isoflavony se liSi navazanim 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 s¢ji (Dakora &
Phillips 1996; Ripodas et al. 2013).

Flavony se tadi mezi nejpocetn€jsi podskupinu flavonoidi. Jsou distribuovany také
téméf ve vsech rostlinnych pletivech. Jejich riznoroda role pfi interakcich s jinymi organismy
umoziuje jejich uplatnéni ve spousté odvétvi napt. v ekologii, zemédelstvi nebo lidské vyzive
a farmakologii. Pti interakcich rostlin s hmyzem mohou byt flavony pouzity jako pigmenty v
modrokveétych rostlinach, ¢imz pfispivaji k pfitazlivosti opylovaca. Kromé ucinnosti jako
aktraktanty, mohou flavony pusobit i naopak, napf. potlait vyvoj zavijee kukuficného. Tyto
procesy mohou byt velmi Casto 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 skoticové, dale stilbeny a
lignany (Obrazek 2) (Manach et al. 2004).

Fenolové kyseliny jsou obvykle zastoupené v caji, kavé a nékterych cCervenych
generativnich 1 vegetativnich organech rostlin jako jsou maliny nebo fedkvicky. Nachazi se,
jak volné, tak konjugované sestery, ethery a dalsi fadou sloucenin (jednoduché cukry,
organické kyseliny). V rostlinach zajistuji ochranu pifed UV zafenim a bylozravcim a
ovliviiuji 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 buné€k a vyskytuji se napiiklad v semenech rostlin. Zajistuji ochranu proti
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patogenim nebo se ucastni pfi kontrole rustu 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 0 malou skupinu fenolickych metabolitl, které se ucastni obrany rostlin. Nejvyznamnéjsim
stilbenem je resveratrol, ktery vznika pfi reakci na stres zptisobeny zranénim nebo napadenim
patogenem. Pfi vyzkumu byly prokazany jejich antikarcinogenni ucinky a resveratrol je
povazovan za prospeSny proti koronarnimu onemocnéni u lidi pro svou antioxidacni aktivitu a
podobné jako isoflavony ma 1 fytoestrogenni ti¢inek (Manach et al. 2004; Alvarez 2014).

—\
HO—\, f< —OH o
—(_ A \
—OH O—CH,

OH

Kyselina skoficova

Secoisolariciresinol o
HO,
AN

CH

Resveratrol
Obrazek 2 - Priklady zdstupcii 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 (pfes C80) a vétsSina terpent ma cyklické formy. Obecné
plati, ze seskviterpeny, triterpeny a polyterpeny vznikaji v cytosolu a endoplazmatickém
retikulu, zatimco ostatni skupiny v plastidech. Rostliny pak produkuji celou skalu terpent ve
specializovanych strukturach jako jsou zlaznaté trichomy (Goyal et al. 2012; Alvarez 2014).

Mezi terpeny se tadi silice, které jsou tvoreny smési monoterpend. Patii mezi vonné
tékavé slouceniny s nizkou teplotou varu, které pfi poskozeni rostlin vytékaji na povrch. Na
vzduchu se méni na pryskyfice, které ptisobi ochrané pred bakterialnimi infekcemi. Terpeny
spadaji mezi té€kavé organické latky, diky kterym muzou rostliny interagovat s jinymi
organismy. Monoterpeny a seskviterpeny se fadi mezi dobfe znamé komunikacni slouceniny
v interakcich rostlina-hmyz, zatimco vys$$im terpenim je pfifazovana funkce v boji proti
biotickym a abiotickym stresim, napf. karotenoidy (tetraterpeny), jako je PB-karoten a
lykopen, poskytuji rostlinam barvu jako u raj¢at (Rosenkranz et al. 2021).

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

Vyuziti terpent je Siroké. Nékteré se pouzivaji jako dulezité farmaceutické pripravky,
jelikoz vykazuji protizanétlivé, protinadorové, antidiabetické nebo antibakterialni ucinky.
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Monoterpeny jsou hlavni slozkou vini rostlin ¢i éterickych oleja, které se pouZzivaji
v parfumerii a pramyslu zabyvajicim se aromatickymi latkami. Na Obrazek 3 je uveden
priklad 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 steroidd je cyklopentanperhydrofenantren syntetizovany z tetracyklickych
terpend. Hojné se vyskytuji v lusténinach napt. sezamu, cizrn€, Cocce nebo hrachu; dale pak
v rostlinnych olejich, ofeSich a semenech. NejhojnéjSimi fytosteroly jsou [-sitosterol,
campesterol a stigmasterol (Obrazek 4), které tvoii integralni pfirodni slozky membran
rostlinnych bunék. Maji vlastnosti snizujici hladinu cholesterolu, antiaterosklerotické,
protizanétlivé a antioxidacni pusobeni, a tim maji i ochranny ucinek proti kardiovaskularnim
chorobam ¢i protinadorovy ucinek (Ryan et al. 2007; Woyengo et al. 2009).

Campesterol Brassicasterol

Obrazek 4 - Chemické struktury nejhojnéjsich fytosteroidii.



3.3 Stres rostlin

Rist a produkci rostlin negativné ovliviiuji pfirodni podminky v podobé riznych
abiotickych a biotickych stresovych faktort. Stres 1ze chapat jako biologicky stav, ktery brani
normalnimu fungovani a homeostaze nebo nepfiznivou silu, ktera muze zpusobit deformaci
rostliny. Biologicky stav, ktery mize byt pro jednu rostlinu stresem, mize byt vSak pro jinou
idealni. Rostliny jsou vystavovany mrazivym teplotam, zasolenim pid, suchem nebo toxicitou
tézkych kovu. Zarover jsou napadany riznymi viry, bakteriemi, ale i ZivoCichy nebo produkty
jinych rostlin. VSechny tyto stresové faktory jsou pro né hrozbou a omezuyji 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 pocateCni nebo poplachové
fazi stresor zpusobi neaklimatizovanému organismu $ok a trover tolerance stresu se snizuje.
Tato faze mize trvat pouze par sekund a dochazi pfi ni k celkovému poklesu vykonu rostliny,
k naru$eni struktury a funk¢nosti membrany buriky.

Druhé faze aklimatizace, mize trvat i né€kolik dni az tydni, pii niz se rostlina snazi
vytvorfit novou homeostazu ve svém metabolismu béhem stresu a Uroven tolerance stresu se
zvyS$i. V rostliné probihaji opravné procesy a adaptace k ptasobeni nového faktoru. K dosazeni
aklimatizace zahrnuje tato faze i morfologické a fyziologické zmény v organismu. Ve tieti,
udrzovaci fazi se rostlina snazi udrzet nové zavedenou homeostazu.

Posledni fazi je vycCerpani, ktera nastava, pokud stres trva pfriliS dlouho a rostlina
nedokaze udrzet novou homeostazu vyvolanou stresem. Pokud je rostlinny organismu
vycerpan, muze dochazet k chronickym poskozenim nebo az kolapsu celé rostliny. Tato faze
je zavisla na intenzité stresu a muze nastat dfive, pokud zaCne pusobit 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).
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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€é, ale mnoho stresovych faktort puasobi
soubézné a navzajem se ovliviiuji. Rizné stresové signaly, jak biotické, tak abiotické slouzi
jako iniciatory pro rostlinné bunky. Abioticky stres je hlavni pii¢inou devastaci plodin po
celém svété, protoze snizuje primérné vynosy vétsiny plodin az o 50 %, a tim je ohroZena
udrzitelnost zemédélské produkce.

Mezi abiotické stresové faktory (Obrazek 6) se fadi fyzikalni faktory jako je teplota,
salinita, nedostatek nebo prebytek vody, svétlo a dal§i zafeni, a potom stres zpusobeny
latkami typu té€zkych kovi nebo pesticidd. Abiotické stresové faktory ovliviuji tvorbu
sekundarnich metabolitd a celkovy rast rostlin. Sekundarni metabolity hraji hlavni roli pfi
prekonavani stresovych podminek, celkové adaptaci rostlin k prostiedi, podileji se na
ochrannych funkcich v reakci na podminky abiotického stresu napft. jednoduché a komplexni
fenolické slouceniny. Klicovym enzymem je tady vySe zminény PAL (EC 4.3.1.5), u kterého
bylo dokazano, ze gen kodujici tento protein reaguje na fadu abiotickych stresi u mnoha
druht rostlin (Mahajan & Tuteja 2005; Tuteja & Sopory 2008; Oh et al. 2009; Ramakrishna
& Ravishankar 2011).

Abioticke stresové faktory

‘ b ' l |

Teplota fe
/ d Salinita  Vodni reZim Zareni Chemicky stres Mechanicky stres
| |
Hork Sucho, zaplavy . ’ Yo
Orko  Chlad UV. svétlo Minerilni ionty Tézke kovy,

’ Toxiny pesticidy,
/ | : aerorosoly
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Vitr  Vihkost pady Submergence

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

Rostliny maji dvé hlavni strategie jako reakci na stres. Prvni spociva v pfeziti napt. ve
fyziologicky neaktivnim stadiu, a tim 1 vyhnuti se stresu. Ta druhd je aktivni reverzibilni
pfizptisobeni. Mezi zakladni signalni a regulacni molekuly, které se podili na zvladani
stresovych situaci u rostlin, patii vapnik, kyselina abscisova (ABA), kyselina salicylova (SA),
polyaminy a jasmonaty. Aby rostliny dokazaly celit uc¢inkim stresovych faktorti, vyvinuly
komplexni obranné mechanismy, které jim pomahaji tolerovat abiotické stresy pomoci
adaptace. Prvnim krokem v abiotickych obrannych mechanismech je zachyceni signalti
vyvolavajici stres a jejich prenos k pfisluSnym adaptivnim reakcim na drovni molekul.
Bunécné 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 dikazi, ze pravé RLK
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jsou hlavnimi regulatory abiotického stresu. Pfijaty signal je pfenasen do ruznych
signalizacnich siti, které vedou signal dale do buiky, a to vede k aktivaci druhotnych posla
(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 fosforylacni kaskadu a zamétuji se na geny reagujict
na stres nebo na transkripéni faktory fidici tyto geny. Diky produktim stresovych gent, které
pomahaji rostliné prezit nepfiznivé podminky, mize 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 v¢etné
polyfenoli. Tyto slouCeniny maji antioxidaCni GCinky, které jim pomahaji vychytavat
nadbytecné ROS, a tim chrani buriku pred Skodlivymi ucinky oxidacniho stresu (Sharma et al.
2019).
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Obrdazek 7 - Prehled obranné signalizace u rostlin pod abiotickym stresem. Pri vaimaném stresu jsou aktivovdiny
sekundarni poslové jako jsou ROS, Ca** nebo NO, kteri pak indukuji riizné kindzy nap#. mitogen aktivovanou proteinkindzu
(MAPK) nebo vapnik-zavislou proteinkinazu (CDPK). Tohle pak vede k aktivaci transkripcnich faktorit (TF), enzymit a
proteinii, kteri dale aktivuji transkripci genii souvisejici s obranou proti stresiim. Mimo jiné vznikaji i fytohormony, které taky
napomdhaji k obrané rostlin napv. kyselina salicylova (SA), kyselina jasmonovda (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 zdsadni roli ve specificnosti reakci na stres, kdy po
kazdém vjemu stoupa hladina intracelularniho obsahu vapniku jako odezva. Mechanismus je
fizen riznymi pumpami a kanaly. Tyto zmény cytosolového vapniku se mohou vyskytovat
v raznych opakovanich, kdy frekvence signalu je zavisla na typu podnétu. Kazdy podnét ma
tedy vlastni originalni informaci. Senzory véapnikovych signalu mohou poté detekovat
jakékoliv zmény v hladinach a prenéset informace za ticelem aktivace urcitych kaskad napft.
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 hladinach u rostlin 1 béhem jejich
rastu, abioticky stres vSak zpusobuje 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 pouZzit rizné senzory a tim vytvofit specifické signaly
pro rizné typy a intenzity stresu (Mittler et al. 2011; Choudhury et al. 2017).

Pomoci fytohormonti mohou rostliny zesilit poCatecni stresové signaly v zavislosti na
typu stresu, se kterym se setkavaji. Tyto typy signalu muzou bud vyvolat novou, ale
podobnou signaliza¢ni sit’ jako je pocatecni, nebo iniciovat zcela odlisSnou s jinymi slozkami.
Akumulace fytohormontu je cCasto spojena s vySSim vyplavenim ROS. NejcastéjsSim
fytohormonem tcastnicim se u abiotickém stresu je ABA (Huang et al. 2012).

Zatimco signalizace pomoci ROS a vapniku se fadi mezi rychlé, kinazova kaskada
MAPK patfi mezi pomalejsi, ale neméne dulezité signalizace v rostliné. Kaskada MAPK je
vysledkem fady fosforylacnich reakci, které aktivuji ptislusné geny v reakci na rizné podnéty.
Kromé toho MAPK pfi stresu interaguji s ostatnimi sekundarnimi posly (ROS, vapnik) nebo/a
fytohormony. Tyto interakce maji za nasledek fizené zmény v biochemickych, metabolickych,
transkripénich sitich, které vedou k preziti a aklimatizaci (Menges et al. 2008; Devireddy et
al. 2021).

3.3.1.1 Sucho

Stres z vodniho prostiedi muze byt dvoji — bud’ v disledku prebytku vody nebo deficitu
vody, ktery je Castéj§i moznosti. Pfebytek vody nebyva Castym problémem jako jeji deficit,
dochazi u ngj i k mensim nasledkiim mj. k deficitu kysliku, nahnivani kofenového systému a
vadnuti rostliny.

Stres ze sucha je jednim z nejvyznamnéjSich abiotickych faktorti ovliviiujici rist a
vyvoj rostliny. Obvykle byva doprovazeny i vysokymi teplotami a slune¢nim zarenim, kdy se
dostupna voda v pide snizi na kritickou hodnotu a atmosférické podminky pfispivaji k
jeji trvalé ztrat€. Vystaveni stresu suchem zpusobuje u rostlin bunéénou dehydrataci
ovliviiujici negativné osmoézu, prispiva ke ztraté vody v membrané a dochazi k naruseni jeji
dvojvrstvy. Membrana nasledné ztraci svoji integritu, selektivitu a funk¢énost v ni pfitomnych
enzymu (Mahajan & Tuteja 2005; Xu et al. 2010; Ramakrishna & Ravishankar 2011).

Kli¢ovy signalni hormon pfi projevech stresu suchem je vysSe zminénd ABA, ktera je
vétSinou produkovana v kofenech a transportovana do vyhonkt, kde reguluje Cinnost
pruducha. Vétsi mnozstvi ABA v listech je vysvétlovano, ze akumulace ABA fyzikalnimi
nebo chemickymi signaly kofent by ptfimo regulovala pohyby stomat. Kdyz je tedy rostlina
vystavena mimému suchu, priduch mize byt zuZen zaznamenanim fyzikalnich nebo
chemickych signala. Pokles stomatalni vodivosti muze omezit rychlost fotosyntézy a
transpiraci vody. Vyzkumy ukézaly, ze vysokou hladinu ABA lze eliminovat, kdyz je rostlina
zavlazovana do optimélniho vodniho stavu, coz vedlo k otevieni stomat. Naopak pfi rychlé
dehydrataci nedochazi k zadnému navySeni hormonu ABA. Celkovy rozsah stimulace
zavlazovanim zavisi rovné€z na predeslé intenzit€ a dobé€ trvani stresu, kdy silny stres muze
vyvolat i poSkozeni tkani (Steudle 2000; Chaves et al. 2003; Wan et al. 2009; Xu et al. 2010).

Zmeény v obsahu primarnich a sekundarnich rostlinnych sloucenin zptsobenych stresem
ze sucha se lisi v zavislosti na rostling a ¢asti rostliny pouzivané ke konzumaci (Rajabbeigi et
al. 2013). Sucho Casto zpusobuje oxidacni stres, b€hem kterého se zvysuji hladiny flavonoida
a fenolovych kyselin, ovliviiuje pomér chlorofylu ,,a“ a ,,b“ a karotenoidd (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, monoterpenti a tokoferolti u hrozni vinné
révy, zatimco akumulace karotenoidd byla nizs§i nez u rostlin netrpici deficitem vody. Dale
bylo zjisténo, ze obsah fenolickych sloucenin, jako je kyselina kavova, byl snizen v kofenech
napf. u povijnice batatové, zatimco rozpustné fenoly (napf. kvercetin) byly zvySeny u tfezalky
(De Abreu & Mazzafera 2005; Saqib et al. 2017). Konkrétné u hlavkového salatu De Abreu &
Mazzafera (2005) prokazali celkové zvySeni obsahu fenolt, flavonoidu luteinu a doslo i k
vyznamnému nartistu anthokyaninli v reakci na stres ze sucha.

3.3.1.2 Zasoleni

ZvySeny obsah soli v pudé€ nebo ve vode¢ je jednim z hlavnich stresi zejména v suchych
a polosuchych oblastech a také muze vazné omezit rust a produktivitu rostlin. Zasolené
prostiedi vede k bunécné dehydrataci, které zptusobuje osmoticky stres a odstranéni vody
z cytoplazmy. Solny stres Casto vytvari iontovy stres, ktery vede k akumulaci nebo snizeni
specifickych sekundarnich metaboliti v rostlinach. Salinita v dané oblasti zavisi na nékolik
raznych faktorech, jako je mnozstvi odpafovani, intenzita svétla, druh rostliny nebo mnozstvi
srazek. Vysoké koncentrace soli mize dokonce snizovat porovitost piidy, a tim je pro rostlinu
obtizné&jsi ziskat vodu a ziviny z pudy. Stres z vysokého obsahu soli ma tady vlastné nasledek
stav nedostatku vody a muze 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
napraveé poskozeni zptusobeného 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
vychytavani 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 narust obsahu polyfenold v riznych
pletivech. Sarikamis & Cakir (2017) zjistovali hladinu glukosinolatu glukorafaninu
(prekurzoru sulforanu, ktery je spojovan s protirakovinnymi uc¢inky) v brokolici, jehoz obsah
byl u stresované rostliny nizsi. U stresu vyvolaného soli se zvySuje hladina anthokyanint jako
reakce na stres napi. u Bruguiera parviflora, L. nebo Grevillea ilicifolia (Parida & Das 2005),
na druhou stranu u druht citlivych na sil jako jsou brambory se hladina anthokyanint 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 rast a produkci sekundarnich metaboliti. Vysoké teploty mohou vyvolat predCasné
starnuti listd nebo zpusobit zmény ve slozeni cytoskeletu, ovliviiuji rast rostlin, metabolismus
a produktivitu. Pfi extrémni vysoké teplot€ muze dojit az k poskozeni bunék nebo bunécné
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smrti. Vysoka teplota tedy zpusobuje vaznéjsi a rychlejsi poskozeni nez stres chladem, ale na
druhou stranu je mén¢ Casté (Morison & Lawlor 1999).

Nizka teplota je jednim z nejskodlivéjSich abiotickych strest ovliviiujici zejména
rostliny mirného pasu, které upravuji svlij metabolismus a zvySsuji tak obsah fady ochrannych
slouCenin, aby se dokazaly pfizplisobit zménam teploty. Béhem zimovani vyuzivaji cukerné
alkoholy (sorbitol), rozpustné cukry (sacharozu) nebo nizkomolekularni dusikaté slouceniny
(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 ovliviiyje , tekutost“ membrany, kterd se
muze po piekroCeni prechodové teploty zménit z polotekutého stavu na semikrystalickou.
Rostliny citlivé na chlad maji obvykle vy$si podil nasycenych mastnych kyselin, a tim 1 vyssi
teplotu prechodu. Druhy odolné proti mrazu se naproti tomu vyznacuji vy$§im podilem
nenasycenych mastnych kyselin a odpovidajicim zptisobem nizsi teplotou prechodu (Mahajan
& Tuteja 2005; Janska et al. 2010; Ramakrishna & Ravishankar 2011).

Hlavnim faktorem pro zvySeni tolerance vuci chladu je fenomén zvany ,studena
aklimatizace®, ktera méa za nasledek ochranu a stabilizaci integrity bunéénych membran,
posileni antioxidacnich mechanismt, zvySenou mezibunécnou hladinu cukri a akumulaci
kryoprotektantl, mj. polyamint, které chrani intracelularni proteiny indukujici geny
kodujicich molekularni fetézce. Rovnéz i vapnik je dilezitym poslem v draze prenosu signalu
pii nizkych teplotach. Zména hladin cytosolického vapniku je nezbytnym prvnim krokem v
mechanismu snimani teploty, ktery umoziuje rostlin€ lépe odolavat budoucimu chladovému
stresu (Mahajan & Tuteja 2005)

Stres z chladu zvysuje produkci fenolt a jejich nasledné zabudovani do bunééné stény
v ramci latek jako suberin nebo lignin. Ukazalo se, ze lignifikace nebo zabudovani suberinu
chrani rostliny vic¢i nizkym teplotam nebo pred poskozenim mrazem (Griffith & Yaish 2004).
U jinych rostlin (napt. u jabloni) se jako ucinna kryoprotektivni latka ukazala kyselina
chlorogenova. Lei et al. (2004) uvedl, ze melatonin chrani chladovou apoptézou a zlepsuje
kliceni béhem mrazu (Posmyk et al. 2009). Niz8i teplota taky podporuje akumulaci
anthokyanina u jahodniku, ale zpomaluje tim rust bunék (Morison & Lawlor 1999). Nizsi
teploty pudy pak zpusobily v rostlinach zvySeni hladin steroidi a saponind, napt. u perilly
krovité (Szakiel et al. 2011).

Jednim z hlavnich dusledkd stresu vysoké teploty je opét nadméma tvorba ROS.
Rostlina je schopna do urcité miry tolerovat tepelny stres fyzickymi zménami ve svych
organech a Casto vytvafenim signalti pro zménu metabolismu, zejména produkci rozpusténych
latek, které jsou schopny organizovat proteiny a bunécné struktury, udrzovat bunéény turgor a
modifikovat antioxida¢ni systém tak, aby obnovil homeostazu. Hlavnimi hormony
produkovanymi pii stresu z vysoké teploty jsou auxiny, SA a ABA. SA zabrafiovala
oxidativnimu poskozeni ROS v membranach v rostlinach, je tedy zjednim faktord k zvyseni
tepelné odolnosti, stejné tak jako kliCovy hormon ABA, ktery ovliviiuje uzavirani priduchu
pii osmotickém stresu. Stres z vysoké teploty zvySuje u Celedi Brassicaceae akumulaci
fenylpropanoidd, zatimco koncentrace karotenoidi 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, pasobi jako primarni
slozky absorbujici svétlo, zejména UV-B. Ochranné ucinky flavonoidu jsou pfipisovany jejich
schopnostem pohlcovat volné radikaly, prenaset je jako volné elektrony nebo aktivovat
antioxidacni enzymy a inhibovat oxidazy (Heimler et al. 2007; Rajabbeigi et al. 2013).

Celkove zareni ovliviyje hladinu anthokyanind, ktery byl pozorovan napf. u jablek, kdy
dochazi ke stimulaci jejich tvorby pii UV zarfeni o vinové délce 280-300 nm (Arakawa et al.
1985), rovnéz Zhong et al. (1991) popsali pozitivni vliv svételného zafeni na produkci
anthokyanina v in vitro suspenznich kulturach Perilla frutescens L. Larson (1988) uvadi
pokles listovych tfislovin a fenolickych slozek u zastinénych vrb. Déle bylo pozorovano, ze 1
UV-B zvysuje obsah sekundarnich metaboliti typu dalSich flavonoidi (Fischbach et al.
1999), polyamint (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 fenolt u tfezalky 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 nartistu anthokyanin.

3.3.1.5 Chemicky stres

Chemicky stres 1ze rozdélit do dvou skupin — nutri¢ni, kdy rostliny trpi nedostatkem
nebo nadbytkem minerald pro jejich spravnou funkcénost a toxicky, ktery se tyka latek
zneCistujicich pudu a vodu jako jsou t€zké kovy, pesticidy nebo i 1€Civa, jak je popsano dale.
V soucasné dobé prevlada kontaminace zivotniho prostiedi témito 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 buriky jsou schopné zmirnit Skodlivé ucinky a
poskozeni, které mohou byt zpusobeny volnymi radikaly, prostfednictvim rdznych
antioxidacnich obrannych systémi. Enzymatické antioxidanty, jako je superoxiddismutaza
(SOD), katalaza, (CAT), askorbatperoxidaza (APX), guajakolperoxidaza (GPX) a
glutathionreduktaza (GR) a neenzymatické antioxidanty, které zahrnuji askorbat (AsA),
glutathion (GSH), karotenoidy alkaloidy, tokoferoly, prolin a fenolické slouc¢eniny slouzi jako
lapace volnych radikalt. Tyto enzymy a rostlinné metabolity se podileji i na detoxikaci kovi
na bunécné urovni (Jibril et al. 2017; Ighodaro & Akinloye 2018).

Ackoliv nékteré tézké kovy (napf. 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 rist rostlin. Koncentrace sekundarnich
metabolitl jsou Casto zavislé na podminkach péstovani a maji vliv na metabolické cesty
(Ramakrishna & Ravishankar 2011; Chalker-Scott & Fuchigami 2018). Napfiklad nikl ve
stopovych mnozstvich je zékladni slozkou enzymu uredzy, potiebny pro vyvoj rostlin. AvSak
zvySené koncentrace tohoto kovu rist zpomaluji (Ramakrishna & Ravishankar 2011). Naopak
nizka koncentrace zeleza zpusobuje zvySené vyluCovani fenolovych kyselin z kofend.
Produkci sekundarnich metabolitd také ovliviiuji ionty kovil, jako jsou lanthan, europium,
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stiibro nebo kadmium. Nékteré stopové prvky pak omezuji biosyntézu anthokyanind inhibici
PAL (Krupa et al. 1996), kdy vyznamna redukce téchto pigmenta byla prokazana v dusledku
stresu Ni (Hawrylak et al. 2007). Déle bylo prokazano, ze Cu®*" a Cd** vyvolavaji vyssi
vytézky sekundarnich metaboliti, jako je shikonin nebo digitalin (Ramakrishna &
Ravishankar 2011).

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

3.4 Xenobiotika

Lidska cinnost poskytla svétu Sirokou Skalu chemickych latek, které se bud’ zamémeé
nebo ndhodou mohou dostat do zivotniho prostedi jako jeho kontaminanty. Jedna se vétSinou
o cizorodé¢ slouceniny, obecné nazyvané jako xenobiotika. Kromé& béznych organickych
polutanta a pesticidu se sem fadi mimo jiné i 1éCiva a jejich rezidua. ZvySujici se povédomi o
zneCi§téni zivotniho prostfedi znamend 1 zvySujici se pocet hlaSenych mist (Schroder &
Collins 2002; Leitdo et al. 2021a).

Tyto polutanty, pochézejici hlavné zodpadnich vod domécnosti nebo farem, se
vyskytuji v pitné vodé€, pade ¢i sedimentu, kam se dostavaji po prichodu organismem. Velkou
mirou tomu piispiva i napf. nadmérné pouzivani 1éCiv v chovu zvifat, které ma za nasledek
zneCisténi ormé pudy. Konvenéni procesy Cisténi odpadnich vod casto nedokazi mnoho
z téchto sloucenin odstranit a v odpadnich vodach cCistiren odpadnich vod jsou detekovany
vyznamné hladiny léCivych latek, které se pohybuji v koncentracich mezi nanogramy na litr
az mikrogramy na litr. Xenobiotika se mohou v rostlinach hromadit riznymi zptsoby a
potencialné kontaminovat potravni fetézec. Kromé 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 pudy ¢i vody
absorbovat (Ternes et al. 2007, Bartha et al. 2010; Leitao et al. 2021a).

Podle Schroder & Collins (2002) vykazuji rostliny podobné zptsoby detoxikace jako
jatra savcd, ktefi jimi metabolizuji vétsi Cast xenobiotik. Enzymaticka degradace xenobiotik v
rostlinach obvykle zahrnuje nékolik krokt, nez se vytvori ,,bezpeény* produkt urcité stability.
Béhem rostlinného metabolismu xenobiotik dojde k aktivaci zneCiStujici latky
prostfednictvim specifickych enzymatickych reakci (faze I), nasledovanych detoxikaci
pomoci konjugace (faze II) a sekvestraci sloucenin z citlivych organel (faze III).

Pfijem xenobiotik kofenem a jeho pohyb rostlinou je zéavisly hlavn€ na fyzikalné-
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 bunék, v apoplastu nebo cytosolu. Cinnosti enzym@ dochazi
k vytvoreni hydroxylové skupiny, na kterou se pak mohou vazat polarnéjsi latky.
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Po fazi aktivacni 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). Pfestoze jsou témito reakcemi
slouCeniny nebo §té€peny za vzniku reaktivnich molekul, které jsou vylu¢ovany z zivé buriky a
ukladany v bunécné sténé€ nebo apoplastu (Schroder & Collins 2002; Bowles et al. 2005;
Huber et al. 2009).

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

Mnoho xenobiotik, metaboliti a konjugatd neni schopno diky své velikosti projit
lipidovou membranou. Z toho duvodu musi byt translokovany pomoci specifickych
transportnich proteind zahrnujici hlavné dvé skupiny prenasecl, jmenovité transportéry ATP-
binding cassette (ABC) a multidrug and toxins extrusion (MATE). Kromé xenobiotik jsou
tyto transportéry také zapojeny do prenosu Siroké Skaly endogennich sloucenin, vcetné
auxinu, flavonoidud, konjugati GSH a chelatori kova (Conte & Lloyd 2011; Nuruzzaman et
al. 2014).

3.4.1 Léciva

Léciva se tadi do skupiny neregulovatelnych kontaminantd, které zahrnuji produkty
osobni ¢i veterinarni péce, ale i pesticidy, herbicidy a dalsi primyslové slouCeniny o nichz se
predpoklada, ze maji dlouhodoby tcinek na ekosystém. Z divodu vyznamného nartstu téchto
kontaminantd v prostiedi je nezbytné pochopit, jak tyto slou¢eniny mohou ovlivnit
metabolismus riznych organismi, zejména pak rostlin i s ohledem na pocet hlaseni o ¢astych
vyskytech téchto latek jak v evropskych zemich, tak i mimo né. Pfi expozici kontaminantt
rostliny aktivuji své obranné mechanismy proti oxidacnimu stresu, coz vede k produkci
signalnich molekul a raznych druhd proteind bojujici proti tomuto stresu, véetné téch
souvisejicich se sekundarnim metabolismem (Huber et al. 2009; Garcia-Rodriguez et al. 2014;
Leitao et al. 2021a).

Projevy oxida¢niho stresu, a tim 1 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 G¢inky tfi
1é¢iv - paracetamolu, diklofenaku a chlorpomazinu na Lemna minor L. a Lemna gibba L., kde
prokazali rovnéz zvySenou aktivitu CAT u vSech tfi 1éCiv.

Klicovou roli u detoxikace Ié¢iv (a celkové 1 u xenobiotik) hraji u rostlin
glykosyltransferazy (UGT). Vétsi mnozstvi glykosidl byla detekovana u Phragmites australis
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CAV. kontaminované benzimidazolovym anthelmintikem (Podlipna et al. 2013) nebo pii
vystavenim vét§iho mnozstvi organochloridi, 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
v kofenech saldtu kontaminovaného CBZ. Tento enzym se podili na metabolismu
fenylpropanoidd, které jsou jako jedny z hlavnich sekundarnich metaboliti spojeny s rdznymi
druhy strest. Navic enzym PAL také vykazoval vys$si hodnoty u kofent pii kontaminaci timto
1écivem nad kontrolou, coz odpovidalo, ze aktivita PAL se zvySuje v zavislosti na faktorech
prostfedi, jako je oxidacni stres (Sharma et al. 2019).

Rostliny ovliviiuji i toxické latky typu pesticidi nebo insekticid, pfi nichz se také
aktivuji biosyntetické drahy fenoll se zvysenou akumulaci fenolickych latek a vétsi odolnosti
proti t€émto xenobiotikim. V listech je naopak zvySena akumulace anthokyaninu, které pak
pomahaji k obnove fotosyntetické ti€innosti rostlin (Sharma et al. 2016; Wang et al. 2019).

3.4.2 Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen) je Siroce rozSifené analgetikum, antiflogistikum a
antipyretikum v huméanni mediciné a kazdy rok se ho spotiebuje fadoveé miliardy davek. Jedna
se tak o jednu z moznych problémovych sloucenin ve vodnich spoleCenstvich. Toto 1é€ivo se
pravdépodobné miize nachazet v jakémkoli vodnim utvaru ovlivnéném surovou nebo
vyc¢isténou odpadni vodou, vCetné fek, potoki, jezer a nadrzi a podzemnich vod. Mnohé se
pouzivaji jako zdroje pitné vody, a to miZze 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 1éCiva, kdy muze
byt vytvoren N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), reaktivni metabolit, ktery interaguje s
proteiny a nukleovymi kyselinami (Huber et al. 2009).

OH

HiC”™ TN
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Obrazek § - chemicka struktura paracetamolu.

Huber et al. (2009) zkoumali detoxikaci paracetamolu v Armoracia rusticana L.
Dokazali, ze oba nejvyznamné§i detoxika¢ni mechanismy (konjugace s GSH a tvorba
glukosidi) se soucCasné podileji na metabolismu paracetamolu. Metabolit paracetamol-
glukosid byl dominantni metabolitem, zatimco konjugace s GSH se probihala vyhradné s

28



toxickym NAPQI a vyzadovala aktivaci paracetamolu komplexem enzymu monooxygenazy
P450. NAPQI predstavoval ale pouze malou cast metabolita.

Bartha et al. (2010) ukéazali, ze rostliny Brassica juncea L. jsou schopné piijmout,
metabolizovat a hromadit paracetamol nejen v kotfenech, 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
zakladé 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 v listech salatu je reakci rostlin na xenobiotika a poskytuji tak
ochranu pred oxida¢nim poSkozenim (Pierattini et al. 2018).

Zavérem lze fict, ze existuje mnoho studii, které dokazaly, ze xenobiotika ovliviiyji
sekundarni metabolismus rostlin 1 jejich pfiblizny mechanismus, nicméné je tohle téma
oteviené k dalSimu a podrobnéjsimu studiu.
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4 Metodika

Nomenklatura odbornych nazvi rostlin byla zpracovana podle Kli¢e ke kvétené CR
(Slavik & St&panova 2011).

4.1 Pouzité materialy a pristroje
4.1.1 Vychozi latky a pouzita Cinidla

Butylovany hydroxy toluen (BHT)
Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat (NaH>PO4.2H20)
Dusitan sodny (NaNO»)

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 (Na,HPO4.2H20)
Hydroxid sodny (NaOH)

Chlorid draselny (KCl)

Chlorid draselny pufr 25mM, pH 1

Chlorid hlinity hexahydrat (AlCl3.6H20)

Kyselina askorbova

Kyselina chlorovodikova (HCI)

Kyselina sirova (H2SOx)

Ledova kyselina octova

Molybdenan amonny

Molybdenan sodny

Octan sodny

Octan sodny pufr 0,4M, pH 4.5

Peroxid vodiku (H203)

Uhlic¢itan sodny (Na2CO3)

Voda destilovana

Voda ultracista

4.1.2 Pristrojové vybaveni

Laboratorni sklo (kadinky, varné banky, zkumavky)
Liebigav zpétny chladic¢

pH metr

Pipety

Spektrofotometr

SuSarna

Vodni lazen
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4.1.3 Rostlinny material

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

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

Sesbirany material byl vysuSen v susarné pti 40° C, a poté uchovan v temnu a suchu.
Rostlinnd hmota byla nasledné rozemleta v mlynku PULVERISETTE 14 (Fritsch) a pfeseta
pres sito (3595), aby byla zaji§téna homogenita testovaného materialu.

4.2 Pouzité metody

4.2.1 Priprava extrakti

Do varné bariky bylo navazeno piiblizné¢ 0,3000 g homogenizovaného rostlinného
materialu, ktery byl extrahovan 85% etanolem. Extrakce probihala ve vodni lazni zahtaté 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 odmémé baiiky na
25 ml (Obrazek 9) byla extrakce vzorku zopakovéana jesté jednou za stejnych podminek.
Objemy rozpoustédel byly nasledné spojeny a ptipadné doplnény v odmeérné barice po rysku.

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

4.2.2 Stanoveni celkovych flavonoidu

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 pfidano 160 pl destilované
vody. Po pfidani 120 pl 5% NaNO: se nechal vzorek inkubovat pfi laboratorni teploté a po 5
minutach bylo ke smési pfidano 120 ul 10% AICIls a vzorek se opét nechal inkubovat dalSich
6 minut. Na zavér bylo pifidano 800 pul 1M NaOH a vzorek doplnén na 2 ml destilovanou
vodou. Absorbance vzorku byla méfena pii 415 nm a celkovy obsah flavonoida byl vypocten
z kalibracni kiivky a vysledek byl vyjadien v ekvivalentu kvercetinu (QE) v mg/g suché
hmotnosti.

4.2.3 Stanoveni celkovych fenolu

Ke stanoveni celkového fenolického obsahu byla pouzita Folin-Ciocalteu metoda
(Marinova et al. 2005), kdy probiha oxidace fenolickych latek v alkalickém prostfedi za
vzniku méfeného modrého komplexu. Do zkumavky bylo napipetovano 500 ul extraktu, ke
kterému bylo pfidano 1,5 ml 10x zfedéného roztoku Folin-Ciocalteu. Vysledna smeés se
nechala 6 minut inkubovat pfi 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 pfi laboratorni teploté a nasledné byla zméfena jeho
absorbance pii 760 nm. Celkovy obsah fenolti byl vypocten z kalibracni kiivky a vysledky
byly vyjadreny v ekvivalentu kyseliny gallové (GAE) mg/g suché hmotnosti.

4.2.4 Stanoveni celkovych fenolickych kyselin

Ke stanoveni celkovych fenolickych kyselin byla pouZita upravena metoda dle Ceského
1ékopisu 2017. Do zkumavky bylo napipetovano 200 ul extraktu, ke kterému bylo nasledné
pfidano 200 ul 0,5M HCI, 200 pl NaNOz, 200 pl NaxMoOs, 400 ul 1M NaOH a 800 pl
destilované vody. U vysledné smési byla po promichani zméfena jeji absorbance pti 490 nm a
celkovy obsah fenolickych kyselin byl zji§tén z kalibracni kiivky a vysledky byly vyjadieny
v ekvivalentu kyseliny kavové (CAE) v mg/g suché hmotnosti.

4.2.5 Stanoveni celkového obsahu anthokyaninu

Ke stanoveni celkového obsahu anthokyanini byla pouzita diferen¢ni metoda podle
(Park et al. 2018). Se zménami pH anthokyaninové pigmenty prochazeji reverzibilni
strukturni transformaci, kterd se projevuje odliSnymi spektry absorbance. Méfeni bylo
provadéno pii pH 1 a pH 4,5. Do jedné zkumavky bylo napipetovano 200 ul 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 tmé pti 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 pfi 700 nm, A510 pH 4,5 je absorbance u pH 4,5 pfi 510 nm a A700 pH
4,5 je absorbance u pH 4,5 pii 700 nm.

Koncentrace (mg/l) anthokyaninti byla vypocitana 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

€ — absorp¢ni molarni koeficient cyanin-3-glukosidu (26,900) o Mw=449,2

Vysledna hodnota byla pfepocitana 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 oxidacniho €isla VI na V analytem vzorku a nasledné tvorbé zelen¢ho
fosfore€nan/molybden v kyselém prostiedi. Do zkumavky bylo napipetovano 50 pl extraktu
spolu s 50 pl ultracisté vody a 1 ml €inidla pro stanoveni antioxida¢ni kapacity pfipraveného z
fosfore¢nanu sodného a heptamolybdenanu amonného v pfitomnosti kyseliny sirové.Vysledna
smes se vzorkem byla 1,5 hodiny zahfivana v lazni pti 95 °C. Po vychladnuti bylo provedeno
meéteni 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 ul 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
Cistého peroxidu. Jako standart byla pouzita kyselina askorbova. Smési byly inkubovany 10
minut pfi laboratorni teploté ve tme. Po inkubaci byla zméfena absorbance pfi 240 nm pomoci
spektrofotometru. Aktivity pohlcujici peroxid vodiku byly vypocteny nasledovné:

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

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

4.2.8 Statisticka analyza

K testovani rozdild byla pouzita one-way ANOVA. Priukazné rozdily na hladiné
vyznamnosti a=0,05 mezi praméry byly testovany pomoci Tukey HSD post-hoc metody. Tyto
testy se provadély po zamitnuti nulové hypotézy, kdy p je mensi nez 0,05 a pomahaji nam
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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S Vysledky

5.1 Aplikace paracetamolu zalivkou

5.1.1 Stanoveni celkovych flavonoidu

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 naméfena 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 piipadé 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 flavonoidi mezi méfenymi vzorky.

mg QE/g susiny

ULl

VIV2 V3 VAVS VIV2VIVAVS VIV2VAVAVS o otauius vivavsvavs  VIV2ZVBVAVS  VIVZVIVAVS

odbérOhod  odbér 24 hod odberd8hod  gue7ahod  odber168hod  odbir240hod  ©odbér336hod

Graf 1 - Stanoveni celkového obsahu flavonoidii po aplikaci paracetamolu. Vi=kontrola, V2=5 uM, V3 = 50 uM,
1’4 =500 uM, V5=5 mM. OranzZové vyznacend chronicka zalivka, modre jednordzova. Hodnoty predstavuji priimér 3 méreni
£8D, (F,12 102)=216,02, p=0,0000.

Béhem prvnich tfech dnti od zahajeni pokusu, TFC v susiné kontroly (V1) kolisal, kdy
po 72 h byl obsah mensi v porovnani s prvnimi dvéma odbé&ry. Po 168 h a 336 h doslo k
opé€tovnému nartustu obsahu flavonoidd, ale mezi nimi byl v ramci odbéri zaznamenan
vyrazny pokles v ptipadé vzorkt ziskanych po 240 h.

Béhem prvniho dne meéfeni dosSlo u vétSiny xenobiotikem oSetfenych rostlin k
viditelnému snizeni hodnot TFC oproti kontrole, s urCitou vyjimkou v pfipadé pouzité
koncentrace 50 uM (V3, 24 hod). Po dalSich 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 vétsi ve srovnani s neoSetfenymi jedinci.

U nejnizsi pouzité koncentrace paracetamolu (5 pM, V2) dochazelo u jednorazové
aplikace od 72 h dal, k narastu TFC po zbyvajici dobu experimentu. Vyjimku tvofi 240 h, kdy
byl obsah flavonoidii nizky jak oproti pfedchozimu, tak i nasledujicimu odbéru, a tento pokles
je pozorovan 1 u kontrolni varianty. Nicméné hodnota TFC byla stale vy§§i ve srovnani s
kontrolou, coz platilo i u ostatnich odbért (72-336 h). U chronické davky pfii pouziti
koncentrace 5 uM nebyl vyrazny rozdil mezi ni a akutni. V dalSich intervalech hodnoceni, s
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vyjimkou 240 h, bylo mnozstvi flavonoidi spiSe mensi, ale opét bylo vyS$i nez u
neoSetienych salatt.

U varianty 3 (50 uM) bylo rovnéz po prvnich tfech dnech pozorovano zvysSeni TFC u
jednorazové zalivky ve srovnani s kontrolou, s vyjimkou odbéru po 168 h. Celkové byl obsah
po jedné aplikaci paracetamolu kolisavy a nejvys§i po 240 h. U chronického vystaveni
dochazelo po 72 h k pozvolné&jsimu navySeni TFC az do konce experimentu oproti kontrole,
které az na 168 h bylo spiSe mensi nez v piipadé€ akutniho ptsobeni.

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 piipade posledniho odbéru
nebyl pozorovan rozdil. U opakované zalivky paracetamolem doslo nejprve opét k poklesu
TFC po 72 a 168 h, jak proti kontrole, tak pfedchozim méfenim (V4, 48 h) a prvnimu zptisobu
zalivky. V poslednich dvou odbérech, byl ale jiz nartst patrny a hodnoty TFC po 336 h
presahuji ty u jednorazové zalivky.

Pfi nejvyssi jednorazoveé aplikované koncentraci paracetamolu (5 mM; V5) doslo po
prvotnim poklesu ke zvySovani TFC v prvnich tfech dnech ve srovnani s kontrolou.
Nasledovalo opét kolisani obsahu flavonoidu, ktery byl ale v pfipadé 240 h o néco
vyrovnangjsi. Stejné jako v ptipadé V4, tak i chronicka zalivka zpusobila po 72 h nejprve
pokles, ktery se jesté prohloubil po 168 h. Po 10 a 14 dnech od zacatku experimentu byl ale
zjistén opétovny narust TFC, jak proti kontrole, tak postupné i ostatnim variantam a
jednorazové aplikaci.

Graf 2 ukazuje TFC na konci experimentu po aplikaci roztokli v obou rezimech zalivek.
Se zvySuyjici se koncentraci paracetamolu (V2-V5) se u akutni varianty obsah flavonoidia po
aplikaci SuM roztoku vyznamné zvySil v porovnani s chronickou zalivkou a kontrolou. U
vys$S§iho mnozstvi paracetamolu statisticky vyrazny nartst, az na V4, byl pouze oproti
kontrole. Naopak po opakované aplikaci 500uM a 5SmM zalivky se TFC u téchto variant
vyznamné zvySil ve srovnani s kontrolou i 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. Vi=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V'4=500 uM a V5=5 mM.
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5.1.2 Stanoveni celkovych fenolu

Na Graf 3 je uveden celkovy obsah fenolti (TPC) u salatu v zavislosti na pasobeni stresu
paracetamolem, kterému byly rostliny vystavené pomoci akutni a chronické zalivky. Nejvyssi
hodnota byla naméfena po opakované aplikaci SuM roztoku po 336 h. Nejnizsi hodnota byla
naméfena také u chronické zalivky, a tou V3 (50uM koncentrace) po 72 h. Vzhledem k tomu,
ze na zakladé provedené statistiky je hodnota p mensi nez 0,05, existuje statisticky vyznamny
rozdil v celkovém obsahu fenolti mezi méfenymi vzorky.

Na grafu lze také vidét, ze dochazi k postupnému navyseni TPC jak u kontrolnich, tak u
vzorkl oSetfenych paracetamolem. U jednorazové zalivky byl ve vétsin€ sledovanych odbért
pozorovatelny narist obsahu fenolickych latek, v porovnani s kontrolou, po aplikaci 5-500
uM roztoki. V nékterych sledovanych intervalech byl ale u téchto variant zaznamenan
podobny nebo 1 niz§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 pfiipadé chronické zatéze obsah celkovych fenold v pribéhu méfeni rovnéz
nevykazoval jednoznaCnou zavislost na zvySujici se koncentraci pouzitych roztokd
paracetamolu. Po druhé aplikaci doslo k nartstu pouze u V2 (5 uM, 72 h), zatimco u ostatnich
variant byl TPC ve srovnani s kontrolou nizsi nebo srovnatelny. Viditelny narst obsahu
fenolickych latek u vSech paracetamolem oSetfenych rostlin byl nasledné sledovan po 168 h,
kdy byl vétsi 1 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.

mg GAE/g susiny.

o AR L

VIV2VIVEVS VIV2VIV4AVS VIV2VIVe V3 VIV2IVIVE VS VIVIVI Vi VS VIV2VI V4 V3 VIV2Vive Vi

0 hod " 24hod 18 hod T2hod 168 hod 240 hod 336 hod

Graf 3 - Stanoveni celkového obsahu fenolii po aplikaci paracetamolu. VI1=kontrola, V2=5 uM, V3 = 50 uM, I'4 =
500 uM, V5=5 mM. OranzZové vyznacena chronickda zdlivka, modre jednorazova. Hodnoty predstavuji priimér 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 fenold po jednorazové aplikaci 50 uM roztokd byl
statisticky vyS§§i v porovnani s ostatnimi variantami, s vyjimkou chronické zalivky V3. U
rostlin osetfenych zbylymi koncentracemi (V2, V4 a V5) byl zaznamenan spise ubytek fenolti
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. Vi=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V'4=500 uM a V5=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 koncentrani fadé. Nejvyssi
hodnota byla naméfena u jednorazové aplikovaného 50 uM roztoku po 336 h. Nejnizsi
hodnota byla namétfena naopak u chronické zalivky pfi 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 zaklad€ provedené statistiky je hodnota p
mensi nez 0,05, existuje statisticky vyznamny rozdil v celkovém obsahu fenolickych kyselin

mezi méfenymi vzorky.

VIV2VIVAVS vivavs vavs VIV2vivavs VIWZVBWAWS W) v3Tavs Wiv2w3 v U5 VIV2VE v Vs

mg CAE/z suginy

Odbér 0 hod Odbér 24 hod Odbér 48 hod Odbér 72 hod Odbér 168 hod Odbér 240 hod Odbér 336 hod

Graf'5 - Stanoveni celkového obsahu fenolickych kyselin po aplikaci paracetamolu. VI1=kontrola, V2=5 uM, V3 =
50 uM, V4 =500 uM, V5=5 mM. Oranzové vyznacend chronicka zalivka, modre jednordzovd. Hodnoty predstavuji priimér 3
meéreni +SD, (F,12 102)=187,54, p=0,0000.
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U kontrolniho vzorku (V1) béhem prvnich dvou dna nedoslo k vyraznym zménam.
Mirny pokles PAC byl pozorovan po 72 h, ale v dal§ich odbé&rech se postupné obsah téchto
metabolitd zvysil.

V priabéhu prvnich dvou dnt nebyly rozdily PAC u paracetamolem oSetfenych vzorka
oproti neoSetfenym tak viditelné, jako v pfipadé napt. TFC. Po 24 h hodnoty obsah
fenolickych kyselin u V3 (50 uM) spiSe klesl, ale uz po 48 h byl vyS§i ve srovnani s
kontrolou. U odbéru po 72 h v ptipadé jednorazové kontaminace substratu se PAC zvySilo i s
narustajici koncentraci paracetamolu, coz bylo pozorovano i chronické zalivky. V ostatnich
intervalech dochazelo spise ke kolisani hodnot PAC u obou zptsobu zatizeni, kdy s vyjimkou
V3, V4 a V5 (168 h), V5 (240 h) a V3 (336 h) nebyl pfili§ rozdil mezi jednorazovym a
opakovanym zatizenim.

U nejnizsi koncentrace (V2) dochazelo ke kolisani hodnot, jak u chronické, tak akutni
zalivky, i kdyz u nekterych odbért se hladina PAC drzela u podobnych hodnot jako kontrola,
jako napft. u odbéru pti 24 h nebo 168 h. Hodnoty PAC u opakované davky a jednorazové
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 nésledné jejich obsah opét rostl. U chronické zalivky dochézelo
k nartstu 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
nemeéni, jak jiz bylo zminéno vyse. K jejich nartstu dochazelo pii dalsim odbéru (72 h) a pfi
poslednim odbéru (336 h). U chronické zalivky dochéazelo nejprve k navySeni obsahu PAC
v porovnani s jednorazovou, ale pri dal§ich odbérech se jejich obsahy srovnavaly. U nejvyssi
koncentrace (V5) dochézelo opét ke kolisani hodnot u akutni zalivky, stejné tak 1 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 roztokti. 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 uvedena 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. VI=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM.
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5.14 Stanoveni celkovych anthokyaninu

Na Graf 7 je uveden celkovy obsah anthokyanini u salatu v zavislosti na puasobeni
stresu paracetamolem vystaveného rostliné pomoci akutni a chronické zalivky. Nejvyssi
hodnota byla naméfena u jednorazové koncentrace 5 mM po 336 h. Nejniz§i hodnota byla
nametfena naopak pravé pii 5 mM koncentraci po 24 h. Vzhledem k tomu, ze na zakladé
provedené statistiky je hodnota p mensSi nez 0,05, existuje statisticky vyznamny rozdil v
celkovém obsahu anthokyanini mezi méfenymi vzorky.

VIVZVIVEVS VI V2VIVEVS VIV2Z V3 V4 V3 VIVZVE V4 V3 WVIV2 V3V4eVvs V1 V2 V3 V4 VS V1 V2 V3 VeV
Odbér 0 hod Odbér 24 hod Odbér 48 hod Odbér 72 hod Odbér 168 hod Odbér 240 hod Odbér 336 hod

Graf 7 - Stanoveni celkového obsahu anthokyaninii po aplikaci paracetamolu. VI=kontrola, V2=5 uM, V3 = 50
UM, V4 =500 uM, V5=5 mM. OranZové vyznacend chronicka zdlivka, modre jednorazovd. Hodnoty predstavuji priimeér 3
méreni +SD, (F,12 102)=4,2794, p=0,0000.

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

U dvou nejnizsich pouzitych koncentraci paracetamolu (V2 a V3) vyplyva z grafu
stejny trend jako u V1, s vyjimkou narastu TAC po 24 h. U Dalsich dvou odbéra dochazelo
k poklesu obsahu anthokyanind, kdy poté opét nastal narast 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 prabéeh, s vyjimnkou u
V2 v 72 h, avSak hodnoty TAC byly mnohem nizsi nez u akutni zalivky (V2), ptipadné ne tak
rozdilné (V3).

U koncentrace 500 uM (V4) doslo k poklesu TAC pii odbéru 72 hod po op&tovném
oSetfeni paracetamolem. V nasledujicim odbéru bylo u jednorazové zalivky pozorovano mirné
zvySeni anthokyaninii 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 anthokyanint
po 72 hod srovnatelny s jednorazovou aplikaci, ktery se jesté vice projevil po 168 h. Pri
dalSich odbérech ale obsahovaly vicendsobné oSetfené rostliny vice TAC nez u akutni
varianty, toto mnozstvi vSak bylo ve srovnani s kontrolou niZzsi.

U nejvyssi koncentrace (V5, 5 mM) nastal po 168 a 336 h vyrazny nartst TAC u jednou
oSetfenych rostlin, zatimco u odbérti po 72 a 240 h byl obsah téchto latek oproti kontrole
mensi. V ramci chronické aplikace se u prislusnych vzorkti mnozstvi anthokyanini pfili§
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nezménilo nebo bylo jako v pfipadé poslednich dvou odbérti také mensi pii 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 nartstu TAC jak ve srovnani s kontrolou (V1), tak i se
zbylymi osSetfenymi rostlinami, jednorazove i1 kontinualné. Graf dale ukazuje, ze u chronické
zalivky nastalo snizeni TAC u vSech variant koncentraci, ale 5SuM roztok zpusobil nejvetsi
pokles, srovnatelny s V4 u jednordzového 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. Vi=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V'4=500 uM a V5=5 mM.

5.1.5 Stanoveni antioxidacni aktivity

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

Kontrola (V1) v prvnich dvou dnech postupné u jednorazové zalivky rostla a po poklesu
pii nasledném odbéru (72 h) meéla dale opét rostouci tendenci. U nejnizsi koncentrace (V2)
dochazi k narastu az po odbéru 168 h, kdy predchazejici tii odbéry byla hodnota stejna, piesto
byla pfi 24 a 72 h vyS$Si nez kontrolni. PAP nésledn€ vzrostla i pfi odbéru 240 h, ale pfi
poslednim se snizila na troven kontroly (336 hod) klesa. Rostouci trend v prubéhu casu je
z grafu patrny 1 u chronické zalivky V2, kdy je sice nizs$i ve srovnani akutni, ale po 336 h je
ve srovnani s kontrolou vyssi.

Rostouci tendenci byla zaznamenana az do odbéru pifi 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 k narustd pii 168 hod a poté
k naslednému poklesu hodnot PAP. Pfi poslednim odbéru doslo k opétovnému nariastu.
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Hodnoty u koncentrace 50 uM (V3) vykazovaly vétsi antioxidacni aktivitu nez u 500 uM
(V4). Stejné 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 narustu 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 pfi 336 h ale k vyrazné mensimu nez u akutni zalivky.
V predchéazejicich odbérech byla PAP, az na 240 h, ve srovnani s neoSetfenymi rostlinami

vySsi.

mg AsA/g susiny

VIVIVIVAVS VIV2 VAVAVS  VIV2VIVE V3 vIvaVIVA VS VIV V3 VEVS  vIV2VIVA VS VIV2 V3 V4 VS

Odbér 0 hod Odbér 24 hod Odbér 48 hod Odbér 72 hed Odbér 168 hod Odbér 240 hod Odbér 336 hod

Graf 9 - Stanoveni antioxidacni aktivity po aplikaci paracetamolu. VI1=kontrola, V2=5 uM, V3 = 50 uM, V4 = 500
uM, V5=5 mM. OranzZové vyznacend chronickd zdlivka, modye jednorazovda. Hodnoty predstavuji priimér 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 antioxidacni aktivitu ovlivnila SmM (V5) koncentrace
roztoku, nejméné SuM (V2), ktera se statisticky nelisila od kontroly. Graf dale ukazuje, ze
vlivem chronické zalivky nastal naopak u V2 vyrazny narast 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 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. Vi=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V'4=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.
Nejvyssi hodnota byla namérena u koncentrace 50 uM (V3) po 24 h. Nejnizsi hodnota byla
pozorovana u opakované 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.

o

VIV2V3I VAV VIV2VE V4 VS VIVIVIVA VS VIV2V3WAVS oy vz w4 s VIV2 V3 WAV VIVZ V3 VA VS
OdbérOhod  Odbér24hod Odbér 48 hod Odbér 72 hod Odbér 168 hod Odbér 240 hod Odbér 336 hod

Graf 11 - Stanoveni vychytdavdni peroxidu vodiku po aplikaci paracetamolu. VI1=kontrola, V2=5 uM, V3 = 50 uM,
1’4 =500 uM, V5=5 mM. OranzZové vyznacend chronicka zalivka, modre jednordzova. Hodnoty predstavuji priimeér 3 méreni
+8D. (F,12 102)=58,986, p=0,0000.

V prubéhu sledovaného intervalu bylo zjisténo, Ze u kontrolnich vzorkt (V1) dochazelo
k postupnému poklesu schopnosti extraktu vychytavat H>O». Extrakty pfipravené ze suSiny
salatu odebraného po 240 h mély HP-FRSA sice opét vyssi, ale u posledniho méfeni byl
sledovan opét pokles aktivity.

U osetfovanych rostlin (V3 az V5) byl prabéh z pocatku podobny, kdy do 72 h se
zvySujici se koncentraci jednorazové aplikovaného paracetamolu HP-FRSA spise klesala, kdy
mensi narast byl pozorovany napf. u V3 (24 h) nebo V2 a V5 (48 h). Od 168 h pak se
stoupajici koncentraci xenobiotika dochazelo nartstu aktivity vychytavani H>O,. Ta byla sice
mensi nez po 1 tydnu, ale s vyjimkou 240 h byl sledovan i narast oproti kontrole.

Toto zvySeni nastalo 1 u chronické zalivky, a to jiz po 72 h a aktivita byla vétSinou spise
vys$si nebo srovnatelna s jednorazovou zalivkou. Vyjimku tvoril 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 zvyseni HP-FRSA se zvySujici se
koncentraci paracetamolu, kdy vyrazné nejvétsi aktivita byla zaznamenana u rostlin
oSetfenych 50uM a 5 mM roztokem. U zélivky 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 pfipadé V4 a V5 ve srovnani s V2 a V3, statisticky vyznamné.
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Graf 12 — HP-IRSA po aplikaci paracetamolu po 336 hodindch. Pro data uvedena v grafit 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. Vl=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM.

5.2 Aplikace paracetamolu postiikem

5.2.1 Stanoveni celkovych flavonoidu

Na rozdil od vzorkli osetfenych pomoci zalivky, listy kontrolnich rostliny (V1) v
druhém experimentu, kde byl roztok paracetamolu aplikovan foliarné (Graf 13), vykazovaly v
prubéhu méfeni postupné zvyseni TFC, kdy byl narast od 72 h statisticky vyznamny a po 240
h doséhl u kontroly maxima.

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

celkovych flavonoidu je v neékterych 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. Vi=kontrola, V2=5 mM.
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5.2.2 Stanoveni celkovych fenolu

Rovnéz u druhého zpasobu osetteni salatu (Graf 14), kde byl paracetamol aplikovan na
listy pfimo postiikem, jsou kontrolni hodnoty TPC (V1) vyssi nez u stresovanych vzorka
(V2). Obsah fenolickych latek u stresovanych vzorkii méla v pribéhu 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 témért
vsech Casech odbért s vyjimkou pii 168 hod. Hodnoty TPC, avsak vykazovaly nizsi 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 hodinach. Pro data uvedend v grafit 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. Vi=kontrola, V2=5 mM.

5.2.3 Stanoveni celkovych fenolickych kyselin

Kontrolni rostliny (V1) v druhém experimentu (Graf 15), kde byl roztok paracetamolu
aplikovan foliarmé, vykazovaly narist PAC, ale po 168 h byl v listech zjistén vyznamny
pokles oproti predchozimu méfeni. U posledniho odbérti byl opét pozorovan narust, ktery se
vyznamné lisil od hodnot na zacatku experimentu. U vzorku stresovanych paracetamolem
(V2) doslo opét po prvotnim (24 h) vyznamném narastu 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 nizSich hodnot pfi aplikaci paracetamolu
postiikem. U stresovanych rostlin dokonce nastal poklesu PAC pod pocatecni hodnotu.
Zatimco u zalivky maji tyto metabolity spi§ vzrastajici nebo stiidavé vzrustajici trend, u
postiiku je trend klesajici.
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Graf 15 - 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 (5,26)=30,915, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami
za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. Vi=kontrola, V2=5 mM.

5.24 Stanoveni celkového obsahu anthokyaninu

V ramci experimetnu s foliarné aplikovanym paracetamolem (Graf 16) byl nejvétsi
narust 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 ramci ostatnich odbéra
nebyl zjistén vyrazny rozdil. U listd oSetfenych postiikem doslo k nevyznamnému zvySeni
koncentrace téchto metabolitd po 24 h, ale jejich obsah na rozdil od kontroly dale rostl a
dosahl maxima po 72 h. Odbér v Case 240 h ukézal, ze se TAC zacal snizovat, coz bylo
viditelné 1 u posledniho méteni. 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 hodinach. Pro data uvedend v grafit 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. Vi=kontrola, V2=5 mM.

45



5.2.5 Stanoveni antioxidacni aktivity

V ramci experimentu s postiikem paracetamolu (Graf 17) vykazovaly extrakty z
kontrolnich rostlin po 48 h vyrazny pokles PAP oproti vzorkiim se zalivkou (Graf 10).
Nicméné po 72 h jiz doslo k statisticky vyznamnému zvySeni antioxidacni kapacity, které se
postupné zvysSovalo az do konce experimentu. Hodnoty PAP byly v priabéhu experimentu
niz$i nez hodnoty stresovanych rostlin (V2) az do odbéru 240 hodin. U stresovanych vzorka
nastalo, po pocate¢nim snizeni (24 h) k narstu PAP, které dosahlo maxima po 168 h. I pres
niz§i antioxida¢ni kapacitu extrakti z nasledujicich odbért, byla stale vyznamné vyssi nez na
zacatku pokus. Ve srovnani s kontrolou vSak byla PAP v poslednich dvou métfenich mensi,
¢imz se vzorky odliSovaly od téch pfi oSetfeni rostlin zalivkou.
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Graf 17 — Stanoveni antioxidacni aktivity 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)=1831,1, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami
za statisticky vyznamné, kdyz p<0,05. VIi=kontrola, V2=5 mM.

5.2.6 Vychytavani peroxidu vodiku

N Podobné jako v piipadé pokusu, kde byl salat oSetfeny pomoci zalivky, kontrolni
rostliny (V1) v druhém experimentu (Graf 18), vykazovaly v pribéhu 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
pozvolngjsi, trend HP-FRSA byl pozorovan 1 u oSetfenych rostlin salatu a po 168 h byla u
nich naméfena viibec nejmensi aktivita. Nicméné u dalSiho odbéru jiz byla opét zvysSena na
urovenn na zacatku pokusu. Aktivita vychytavani peroxidu sice v poslednim odbéru opét
klesla, stale vSak byla vyrazné vyss§i ve srovnani s kontrolou (336 h), coz bylo pozorovanoi v
experimentu se zalivkou.
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Graf 18 — 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 (5,26)=231,3, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné,
kdyZ p<0,05. Vi=kontrola, V2=5 mM.

5.3 Analyza hlavnich komponent

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

Pti bliz§im pohledu je vidét, Ze nejmensi uhel u zalivkovych méfeni (Graf 19A) mezi
sebou sviraji PAP a TFC, dale pak PAC a TPC, z ¢ehoz vyplyva Ze tyto proménné ve dvojici
jsou navzajem silné korelované. O néco slabsi je korelace mezi témito ¢tyfmi znaky, presto se
da oznacit jako stale silna korelace. Na grafu 19A je pozorovatelna slaba az nulova korelace
mezi znaky TAC a TPC, kdy thly mezi dvéma Sipkami se blizi téméf 90 °. Korelace poté
lehce roste v poradi PAC, PAP a TFC, kde se da oznacit korelace mezi témito dvéma
proménnymi jako slaba. Nulova korelace je patrna z grafu mezi HP-FRSA a TPC, které
sviraji thel témer 180 °. Korelace opét pak roste v poradi PAC, PAP, TFC, presto je uhel tak
velky, ze tyto proménné spise nekoreluji. Za slabou korelaci se da 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. Zaroveii
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 nachazeji 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
1isi od sebe chronicka a akutni zalivka.

Na grafu 19B je vidét, ze u vzorkd, u kterych byl paracetamol aplikovan foliarné,
nejmensi uhel mezi sebou sviraji rovnéz TFC a PAP. Tyto dvé proménné byly jediné ze
vSech, co vykazovaly silnou korelaci. Zbylé TAC, HP-FRSA, TPC a PAC maji mezi sebou
slabou napt. TAC a HP-FRSA, TPC a PAC nebo PAP a TAC, anebo dokonce nulovou
korelaci jako napt. 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 (napf. 240 h a
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72 h) jsou oproti zbytku rozdilné. Na grafu 19B je dale patrné, ze stresovana rostlina se vSak
od kontrolni v mnoha parametrech lisi.
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Graf 19 - Analyza hlavnich komponent (PCA). Symboly na PCA grafu (A) ukazuji standardizované skore na ose x a
y pro koncentracni fadu od V1 (kontrola) po 1’5 (mM) vcetné chronické a jednordzové zdlivky, graf (B)je vyjddrenim kontroly
(V1) a stresovaného vzorku (1'2) v ramci celého experimentu (od 0 h po 336 h). Vektorové souradnice predstavuji korelace
mezi standardizovanymi proménnymi (TPC — celkovy obsah fenolii, TF'C — celkovy obsah flavonoidii, PAC — celkovy obsah
Jenolickych kyselin, TAC — celkovy obsah anthokyaninii, PAP — antioxidacni aktivitu a HP-FRSA — aktivitu vychytavani
peroxidu).
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6 Diskuse

Zemédelska produkce predstavuje dilezitou vstupni branu farmaceutickych
kontaminantd do potravinového fetézce kviali vysoké poptavce po vodé z raznych
sladkovodnich zdroji a pouzivani kompostu z Cistirenskych kali. Farmaceuticky aktivni
slouCeniny se mohou dostat do prostiedi pres kanalizaci od pacientl, vypousSténim z
farmaceutickych vyrobnich zafizeni a nespravnou likvidaci. LécCiva nejsou v téle uplné
metabolizovana, a proto mohou byt eliminovana z organismu v aktivni formé schopné vyvolat
biologickou odpoveéd’ pti velmi nizkych koncentracich (Marsoni et al. 2014).

Acetaminophen (paracetamol) je jednim z nejbéznéji pouzivanych analgetik v lidské
medicing, ¢imz se stava jednou z moznych problémovych farmaceutickych sloucenin ve
vodnich tocich. Nicméneé u savcu 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 maze vést k vaznym
zdravotnim komplikacim. Kontaminace vod a naslednd akumulace farmaceutik v zivotnim
prostiedi muze vést ke zvySuyjici se konzumaci nezadoucich latek skrze péstované potraviny,
napiiklad i hlavkového salatu (Crane et al. 2006; Schulte-Oehlmann et al. 2007)

Hlavkovy salat, jak bylo popsano v teoretické Casti, patii mezi nejoblibenéjsi zeleninu,

ktera se konzumuje ve stale vét§im mnozstvi, protoze je vnimana jako ,,zdravejsi“ potravina.
Nedavné studie prokazaly pozitivni u€inky hlavkového salatu pii prevenci kardiovaskularnich
onemocnéni u potkant a lidi (Llorach et al. 2008; Wu et al. 2015). Zdravé vlastnosti jsou
pfipisovany velkému mnozstvi antioxidacnich sloucenin, zejména vitaminu C a polyfenold,
stejné jako obsahu vlakniny. Polyfenoly (flavonoly a anthokyaniny) maji vy§si antioxidacni
aktivitu tfeba nez vitaminy C a E a predchozi studie demonstruji dilezitost chemické povahy
téchto konjugatl, a naznaCuji, ze stupen hydroxylace urCuje antioxidaCni aktivitu a
biologickou dostupnost. Kromé toho jsou antioxida¢ni slouCeniny zavislé na rozdily mezi
odridami, péstebnimi postupy, podminkami zpracovani a zpusobu skladovani (Llorach et al.
2008; Marsoni et al. 2014; Sharma et al. 2019).
Predlozena diplomova prace byla zaméfena na porovnani vlivu paracetamolu na sekundarni
metabolismus lociky seté. Vypéstované rostliny byly vystaveny nejen riznym koncentracim
tohoto 1éCiva, ale i formou a zpisobem aplikace. V provedenych méfenich byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi variantami jak v ramci sledovanych
obsahovych latek (TPC, TFC, PAC, TAC), tak né¢kterych vlastnosti extraktu, jako je
antioxidacni aktivita nebo jeho schopnost vychytavat peroxid vodiku.

6.1 Porovnani mezi chronickou, akutni zalivkou a postrikem

6.1.1 Stanoveni celkovych flavonoidu (TFC)

Z namétenych hodnot TFC (Graf 1) vyplyva, ze u kontrolnich rostlin byl v pribéhu
experimentu, naméfen promeénlivy obsah celkovych flavonoidi. 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 ramci stresu navozeného zasolenim. Z nasich vysledkt
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vyplyva, ze pfi jednorazové zalivce rostl celkovy obsah flavonoidl v porovnani s kontrolou.
Zatimco u niz8ich koncentraci (5 a 50 uM) se zdal byt Gcinek jesté stimulujici, u vysSich
koncentraci je jiz hladina TFC nizsi. Nikzad & Parastar (2021) publikovali vysledky, kdy
kontrolni rostliny mély vy§si TFC nez stresované. Jako kontaminant byla pouzita smés
parabeni a léCiv (gemfibrozilu, diklofenaku, naproxenu, karbamazepinu a kyseliny
mefenamové) v koncentracni fadé (10, 100, 500 pg/l) pfi akutni, jednorazové, aplikaci po
dobu 14 dni. Z jejich vysledktu je patrné, ze pii zvySujici se koncentraci 1éCiva doslo
ke snizovani vyplavovani flavonoidi v zavislosti na zvySujici se koncentraci induktort.
Ovsem znaméfenych vysledkli v této praci pozorujeme opacny jev pii akutni zalivce
pii porovnani s kontrolou (Graf 2). Tento trend muZze byt zptisoben pouzitim vysSich
koncentraci v naSich experimentech.

U chronické zalivky lze sledovat vzestupnou tendenci, kdy TFC roste se zvySujici se
koncentraci paracetamolu. U vzorka oSetfenych pomoci postiiku (Graf 13) je trend zcela jiny.
Hladina celkovych flavonoidt v pribéhu meéteni vzristala a hodnota TFC kontroly je vySsi po
336 h nez po prvnim odbéru. Stejné tak u stresované rostliny, ktera kopiruje trend kontroly.

6.1.2 Stanoveni celkovych fenolu (TPC)

Z vyslednych hodnot TPC (Graf 3) lIze fict, Ze doslo k prokazatelnému nartstu
celkovych fenold a kontrolni hodnoty tzn. TPC byly vyssi po 336 h nez v 0 h. Opacny
vysledek publikoval Shin et al. (2020), kde kontrolni hodnoty i rostliny stresované (oSetfeni
NaCl) mely hodnoty nizsi v porovnani s kontrolou. Rovnéz Rajabbeigi et al. (2013) uvedl, ze
ani sucho nebo zafeni (UV-B), ptipadné kombinace obou faktorti, nemé€lo vliv na TPC u
salatu. Nicméné tyto stresory celkovy obsah fenolt zvySovat mohou, byt tento vliv byl
zkouman u tfezalky (De Abreu & Mazzafera 2005). Lze fict, ze fenolické latky ptsobi proti
stresu u rostlin, ale syntetizuji se v zavislosti na stresovém faktoru. ZvySovani TPC muze
souviset i sjejich akumulaci v bunécnych sténach, které jsou soucasti obrannych reakci
souvisejicich s lignifikaci, ke které dochazi pfi riznych biotickych i abiotickych stresovych
podminek (Galieni et al. 2015).

Ve vySe zminéné studii Nikzad & Parastar (2021) byl TPC rovnéz zkoumén a pfi
koncentraci 1éCiv (gemfibrozilu, diklofenaku, naproxenu, karbamazepinu a kyseliny
mefenamové) 100 uM, byly hodnoty fenolickych latek vy$si nez u kontrolniho vzorku. Oproti
tomu rostliny s koncentraci jejich 1éciv 10 a 500 puM, dosahovaly niz§ich 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).

Predchozi studie prokazaly, Ze mezi tfi nejdulezitéjsi fenolické slouceniny v salatu patii
kvercetin-3-glukoronid, kyselina kaffeoylchinova a kyselina kaffeoylvinnd. Vzhledem
k pritomnosti téchto fenolickych slouCenin, mtze byt rizny obsah v zavislosti na pouzitych
koncentracich kontaminace ve vzorcich salatu pficitan proménlivému obsahu téchto slouc¢enin
(Galieni et al. 2015).

Tento predpoklad koreluje s nasimi vysledky, kdy pro odbér pii 168 h pozorujeme
vzrustajici obsah fenold (v porovnani s kontrolni rostlinou) v zavislosti na rostouci
koncentraci 1éCiva (5 pM - 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
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Lemna minor, farmaceutikem diklofenak (337 pM, 33 nM, 337 nM) a paracetamol (661 pM,
66 nM a 662 nM), ovSem meéfeni bylo provedeno pro odbér po 240 h. Pro nase méfeni jsme
pii obéru po 240 h naméfili promeénlivy obsah fenoll, a to jak u chronické, tak u akutni
zalivky v porovnani s kontrolou. Tento rozdil mize byt zplsoben pouzitim rozdilné
koncentrace 1éCiva. Pro naSe stanoveni bylo pouzita nékolikanasobné vyssi koncentrace
paracetamolu nez ve studii Kummerova et al (2016) a tim mohl byt navozen rychlejsi vzrist
fenolti v krat§$im Case po aplikaci farmaceutika nez ve zminované studii.

Na druhou stranu musime peclivé zvazit moznou interakci mezi pouzitymi Cinidly a
aplikovanymi slouCeninami. Naptiklad Gouda et al. (2013) publikovali pomalou reakci mezi
Folin-Ciacalteuovym c¢inidlem 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
v potravinach ~ rostlinného  pavodu.  Substituované derivaty hydroxybenzoové a
hydroxyskoficové kyseliny jsou prevladajicimi fenolovymi kyselinami v rostlinach. Jak jiz
bylo feCeno vysSe fenolové kyseliny spolecné s flavonoidy jsou dulezité sekundarni
metabolity, o kterych se predpoklada, ze chrani rostlinu pred abiotickymi stresy, jako je
zvySena teplota. Tato ochrana spociva v odstranéni ROS dfive, nez zoxiduji bunécné stény a
membrany. Vzhledem k nedostatku odborné literatury zabyvajici se stanovovanim
fenolickych kyselin po oSetfeni rostlin (konkrétné hlavkového salatu) riznymi farmaceutiky
neni mozné adekvatné porovnat naméfené hodnoty v predlozené diplomové praci. Nicméné
ve studii Shamloo et al. (2017) vystavovali rizné odridy psSenice stresu zvySovanim teploty
(20, 25 a 30 °C), kdy byl zaznamenan zvySujici se obsah celkovych fenolickych kyselin se
zvySujici se teplotou. Tento jev je s nejvetsi pravdépodobnosti zptsoben prostiednictvim
aktivace katalytickych enzymu v rostlin€. Je mozné, ze doslo k aktivaci katalytickych enzymu
i v pripadé 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 pM — 5mM). Zaroven tento jev miZze souviset s vysSSim
obsahem celkovych fenoli. Dale z vysledkl vyplyva, ze pro hodiny odbéru po 24 - 48 h a 240
- 336 h pro chronickou i akutni aplikaci paracetamolu, dochazi k proménlivému vyplavovani
fenolickych kyselin v porovnani s kontrolou.

6.1.4 Stanoveni antioxidacni aktivity (PAP)

Z vysledk stanoveni antioxidacni aktivity vyplyva, Ze se antioxidacni aktivita
stanovena pomoci fosfomolybdenanové metody zvysuje s vyvojem a rastem salatu (Graf 9).
U kontrolnich rostlin je hodnota opét vyssi po 336 h nez pfi prvnim odbéru. Dale Ize fict, ze u
chronické zalivky antioxidacni 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 prokézal i Leitao et al. (2021a), kde byly listy salatu
vystaveny antiepileptiku karbamazepinu po dobu 15 dni. Antioxidacni aktivita po 15 dnech
byla nejvétsi u nejvyssi koncentrace (44,5 uM) a celkové méla vzrastajici tendenci
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v zavislosti na koncentraci. Naopak Nikzad & Parastar (2021) publikoval, Ze nejvySsi
antioxida¢ni aktivitu, u vzorkd salatu kontaminovaného skupinou parabenti a 1€k, méla
koncentrace 100 pM. Kromé toho u kontroly byla PAP vyS§si nez zbylé koncentrace (10 a 500
uM). Lze tak fici, ze davka kontaminantu mize hrat velkou roli ve schopnosti rostliny
syntetizovat rizné hladiny metabolitd.

Skutecnost, ze v nékterych pripadech nemusi byt u extraktu ze suSiny naméfena vyssi
antioxida¢ni aktivita, mize byt vysvétlena i dobrou regulaci dalSich obrannych mechanisma a
interakcemi enzymu a metabolit, které zprostiedkovavaji reakci na oxidaéni stres. U listd
salata 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 anthokyanini

Z vysledku vyplyva, ze pfi jednorazové zalivce paracetamolem doslo k pozvolnému
navySovani koncentrace anthokyanini po oSetfeni paracetamolem. Podobny prubéh byl
zjistén i u jinych autort (Leitao et al. 2021a), ktefi zkoumali vliv paracetamolu (6,6 uM 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 anthokyanini. Autofi zaznamenali pozvolny nartst
anthokyanina v zavislosti na rostouci koncentraci paracetamolu v porovnani s kontrolou pro
vSechny stanovované dny. Tento trend byl pozorovan i u nasich vysledka (foliarni aplikace),
kdy jsme zaznamenali narast obsahu anthokyaninli v zavislosti na zvySujici se koncentraci
paracetamolu (5 uM — 500 uM) pro stanoveni po O dnech (24 h), s vyjimkou nejvyssi
koncentrace (5 mM). A zaroven po 7 dnech (168 h) byl rovnéz zjistén nartst anthokyanint
v zavislosti na zvysujici se koncentraci 1éCiva. Oproti tomu pii odbéru 14 dnt (336 h) byl
zaznamenan opacny vysledek s vyjimkou pfi nejvyssi koncentraci paracetamolu (5 mM), nez
ve studii Leitao et al. (2021), nicmén€ ve zminéné studii byla pouzita vyrazné€ niZzsi
koncentrace paracetamolu nez v naSem piipadé. Jeden z moznych diavodi sniZeni obsahu
anthokyanini muZze byt vazba gluthathionu se vznikajicimi komplexy anthokyaninl, coZz
muze vést k ovlivnéni dostupnosti glutathionu pro ucast v glutathion-askorbatovém cyklu a
tim mize dochazet ke snizeni tohoto metabolitu v listech salatu po oSetfeni paracetamolem.

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

Stanoveni intoxikace salatu pomoci chronické zalivky ukazuje na grafu opétovné
zvySeni anthokyaninii se zvysSenou koncentraci. Obsah anthokyaninl je vSak niz§i nez u
jednorazové zalivky. Podobny efekt po aplikaci paracetamolu mizeme pozorovat u postiika.
U stresovanych vzorkl je obsah vyS$Si nez u vzorkd kontrolnich, ¢imz se také lisi od
zalivkovych

6.1.6 Vychytavani peroxidu vodiku

H>0:> je dulezita signalni molekula, ktera mtze zptsobit poskozeni bunéénych struktur.
Pusobi ale také jako sekundarni posel, ktery zprostfedkovava komunikaci mezi kofeny a listy
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roslin. Jak bylo uvedené v kapitole 3.3, abiotické stresy mohou zpusobit indukci produkce
ROS. Coz potvrzuje studie Bigott et al. (2021), ktefi stanovovali peroxid vodiku v listech a
korenech lociky seté po aplikaci nesteroidniho antiflogistika diklofenaku. Tento jev mize byt
zpusoben apoplastickou akumulaci ROS. Tento druh komunikace muze aktivovat iontové
kanaly vedouci k pfilivu Ca** iontli do cytoplasmy. V koneéném disledku spusténi ROS-Ca?*
signalni drahy je zprostfedkovana komunikace mezi buiikami na dlouhé vzdalenosti na urovni
bunék a tim spusténi obrannych mechanismu uz pii akumulaci farmaceutika v kofenech.

Peroxid vodiku muiize rychle prochazet bunénymi membranami, jakmile je uvnitf
buriky, miize reagovat s ionty Fe?* za vzniku hydroxylovych radikalt, coz mize byt piivod
mnoha jeho toxickych efektd. Oproti tomuto toxickému efektu ma rostlina rizné obranné
mechanismy na vychytavani peroxidu vodiku, ale pouze do urcitého bodu, dokud nedojde
k jejich vycCerpani. Studie Park et al (2018) potvrzuje schopnost rostliny vychytavat peroxid
vodiku v zavislosti na zvySujici se koncentraci stresoru. Stejny efekt mizeme pozorovat pii
odbéru po 336 h, kdys nejvétsi pravdépodobnosti doslo k aktivaci obrannych mechanismu a
zvySeni schopnosti rostliny vychytavat peroxidu vodiku v zavislosti na koncentracni fadé
v porovnani s kontrolou. Tento efekt aktivace obrannych mechanismu proti peroxidu vodika
po odbéru pii 336 h muzeme pozorovat jak pfi 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 oxidacni
ucinek v kotfenech a listech salatu a spolecné se studii Christou et al. (2016) detekovali,
vyrazngj$i ucinek farmaceutickych sloucenin v listech salatu nez v kofenech rostliny, coz
ukazuje, ze ackoliv jsou kofeny v pfimém kontaktu s kontaminantem, oxidacni ucinek je
vyrazn&j$i poté, co je transportovan do horni ¢asti rostlin.
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Zavér

Osud 1€¢iv je velmi dilezitou otazkou pro vyzkum zivotniho prostiedi, ale i zdravi
lidi. Latky detekované v zivotnim prostiedi mohou svou biologickou aktivitou
predstavovat znacnd enviromentalni rizika pro cely ekosystém vcetné zvifat Ci
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 cCase v ramci
experimentu od 24 h po 336 h, v celé koncentracni fadé od 5 uM do 5 mM u rostlin
oSetfenych aplikovanim paracetamolu zalivkou akutni i1 chronickou, i u rostlin, kde
paracetamol byl aplikovan foliarné 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 metabolitt.
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kdyz p<0,05. V1=kontrola, V2=5 pM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5 mM. ........cccceueu.. 38
Graf 7 - Stanoveni celkového obsahu anthokyanind po aplikaci paracetamolu.
Vl1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 =500 uM, V5=5 mM. OranZove vyznacena
chronicka zalivka, modfe jednorazova. Hodnoty pfedstavuji primér 3 méfeni + SD, (F,12
102)=4,2794, p=0,0000. .....cccutriimtiriirtiie ettt ettt ettt ettt ettt e ebeenae s 39
Graf 8 - Celkovy obsah anthokyaninu 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.
Vl=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5mM. ....ccccceriiiniiinriirieirieene 40
Graf 9 - Stanoveni antioxidacni aktivity po aplikaci paracetamolu. V1=kontrola, V2=5
uM, V3 =50 uM, V4 =500 uM, V5=5 mM. Oranzov¢ vyznacena chronicka zalivka, modie
jednorazova. Hodnoty predstavuji prumér 3 méfeni + 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.
Vl=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5mM. ....ccccceriiiniiinriirieirieene 41
Graf 11 - Stanoveni vychytavani peroxidu vodiku po aplikaci paracetamolu.
Vl1=kontrola, V2=5 uM, V3 =50 uM, V4 =500 uM, V5=5 mM. OranZove vyznacena
chronicka zalivka, modfe jednorazova. Hodnoty pfedstavuji primér 3 méfeni + SD. (F,12
102)=58,986, P=0,0000. .....cccutriirtirtirtiieete ettt ettt ettt ettt sttt eaae s 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.
Vl=kontrola, V2=5 uM, V3=50 uM, V4=500 uM a V5=5mM. ....ccccceriiiniiinriirieirieene 43
Graf 13 - Celkovy obsah flavonoidi 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. VI=kontrola, V2=5 MM. .....cccceiiiiiiiiiiiiieeteee ettt s 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. VI=kontrola, V2=5 MM. .....cccceiiiiiiiiiiiiieeteee ettt s 44
Graf 15 - Celkovy obsah fenolickych kyselin po aplikaci paracetamolu po 336
hodinéach. 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. VI=Kontrola, V2=5 MM. ....ccccooiiiiiiiieeiitieiieeiee ettt et 45
Graf 16 - 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
(5,26)=2,7750, p=0,00000, kde byly rozdily mezi skupinami za statisticky vyznamné, kdyz
P<0,05. VI=kontrola, V2=5 MM. .....cccceiiiiiiiiiiiiieeteee ettt s 45
Graf 17 — Stanoveni antioxidacni 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. VI=kontrola, V2=5 MM. .....cccceiiiiiiiiiiiiieeteee ettt s 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, V225 MM oottt e e ettt e ee e e eete vt eseeeeseseasaasneneeseaenens 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 koncentracni fadu od V1 (kontrola) po V5 (mM)
veetné 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 souradnice predstavuji
korelace mezi standardizovanymi proménnymi (TPC — celkovy obsah fenolt, TFC — celkovy
obsah flavonoida, PAC — celkovy obsah fenolickych kyselin, TAC — celkovy obsah
anthokyanina, PAP — antioxidacni aktivitu a HP-FRSA — aktivitu vychytavani peroxidu).....48
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