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protektivnich latek proti negativnimu pisobeni tézkych kovii, konkrétné kadmia.
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latek SA a Si, ale v nékterych ptipadech bylo pro rostlinu lepsi pifijimat obé latky

najednou. Bylo také potvrzeno, Ze latky Si a SA plisobi na rostliny jinymi principy.
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Uvod

Z toxickych kovili nejvétsi pozornost vyvolava kadmium. Je to dano tim, Ze se jedna
o nejtoxictéjsi kov, ktery je v poslednich letech ve vétsSim mnoZstvi uvoliovan do
Zivotniho prostredi. Jedna se o kumulativni jed, ktery sviij obsah v organismech
v pribéhu ontogeneze zvySuje. To ma za nasledek ovlivnéni vynosu zemédélskych
plodin. Dilezitym zdrojem kadmia v prostiedi jsou mineralni hnojiva superfosfaty,
priamyslové tézby a zpracovani rud. NejvétSim zdrojem kadmia jsou vSak

v 21. stoleti vyfukové emise benzinovych dopravnich prostredki.

Akumulace tézkych kovi v rostlinach ovliviiuje fyziologické a metabolické procesy
v rostlinach. V nékterych ptipadech dochazi v zemédélském primyslu k mensimu
vynosu plodin nebo rovnou k thynu celé rostliny. S rostoucimi naroky na vynos
zemeédélskych plodin je dllezité zajistit jejich plnou vitalitu. Pokud se kadmium
dostane do vynosovych casti rostlin, pak dochazi ke kontaminaci potravniho
Fetézce. Tato kontaminace, hlavné u lidi, ma neblahé ucinky, protoze tézké kovy

zplsobuji rakovinna bujent.

Proto se v poslednich letech hledaji protektivni latky pti plisobeni tézkych kov.
Pii mnoha laboratornich experimentech se jako protektivni latky osvédcily kiremik
a kyselina salicylova. Oba dva prvky se pozitivné podileji pii ochrané rostlin, které

jsou vystaveny stresovym faktortim v podobé tézkych kovi.

V teoretické c¢asti bakalarské prace se vénuji jednotlivym prvkim (kadmium,
kiremik a kyselina salicylova) a jejich plisobeni na rostlinné organismy. DalSimi
dtlezitymi jevy prii toxicité, jsou stresové projevy a reaktivni formy Kkysliku
v podobé oxidativniho stresu. V praktické casti jsem se zamétila na spoluptisobeni

kiremiku a kyseliny salicylové jako protektivnich latek pti ptisobeni kadmia.



1 Teoreticka cast

1.1 PSenice seta

PSenice (Triticum sp.) se povaZuje za nejstarSi obilovinu svéta pochazejici
z jihozapadni Asie a je rozsirena po celém svété. Jedna se o jednodéloZnou rostlinu
pattici do celedi lipnicovitych (Poaceae). Stonek u obilnin je stéblo rozdélené
kolénky na meziclanky. Listy jsou tvoiené listovou pochvou a listovou cepeli. Plevy
jsou Siroké a mnohoZilnaté, pluchy jsou hladké a pluska blanita. Jazycek je kratky
ana okraji vroubkovany. OuSka jsou mald a ochmytena. Charakteristickym
kvétenstvim je klas, ktery miiZe byt osinaty, osinkaty i bezosinny (Obrazek 1).
Barva Kklasu a osinatost se samozirejmé lisi od jednotlivych variant roda pSenice.

Plodem je obilka (Zemédélské komodity [online]).

Z hlediska plidnich vlastnosti se pSenice nejlépe péstuje v neutralnim pH s plidnim
typem cCernozem, hnédozem nebo rendzina. Z ptidnich druhii se nejlépe rostliné
dari ve stredné hlinité, jilovito-hlinité az hlinito-jilovité. Tato komodita je
celosvétové nejvyznamnéjsi obilninou. Zrna se mohou vyuzit jako potravina (napf-.
pecivo, téstoviny), krmivo (napi. krmné smési pro hlodavce) ¢i jako surovina
(vyroba Skrobu, lihu atd.). Ze stébel lze vytvorit slamu ¢&i otruby (JihoCeska

univerzita v Ceskych Budéjovicich [online]).

Obrazek 1: Charakteristicky vzhled pSenice seté (Triticum aestivum)
(https://cs.wikipedia.org/wiki/P%C5%Alenice_set%C3%A1#/media/File:Illustration_Triticum_a
estivum1.jpg).


https://cs.wikipedia.org/wiki/P%C5%A1enice_set%C3%A1#/media/File:Illustration_Triticum_aestivum1.jpg
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1.2 Stres v rostlinné fyziologii

1.2.1 Definice stresu a priibéh stresové reakce

Rostliny jsou béhem svého Zivota vystaveny velmi riznym podminkam vnéjsiho
prostiedi. Problematika fyziologie stresu u rostlin je komplikovanéj$i nez
u zivoCichl. Je to dano neschopnosti uniknuti pred pilsobenim stresort, vétsi
mezidruhovou variabilitou a heterogenitou vnitiniho prostiedi. MliZe tak dochazet
ke zpomalovani Zivotnich funkci, poSkozeni organti a v krajnim piipadé k uhynuti.
Nepriznivé vlivy vnéjsiho prostredi, které ohrozZuji rostlinu, oznacujeme jako
stresové faktory (stresory). Jedna se o odchylku z optimalnich podminek. Termin
stres se pouZziva pro souhrnné oznaceni stavu, ve kterém se rostlina nachazi pod

vlivem stresord (Prochazka et al.,, 1998).

Pod pojmem stresové faktory se radi extrémni environmentalni podminky, které
indukuji funkéni zmény v rostlinach do takové miry, Ze se vnich vyvine stres.
V prirodé nejsou idedlni ani stabilni podminky pro Zivot rostlin. To znamena, Ze na
rostlinu neptsobi jen jeden stres (napiiklad teplota, voda, nedostatek kysliku, pH
pldy, toxické latky), ale jednd se o soucinnost spoluptlisobeni stresorti. Mnohé
faktory v prostiedi vytvaii rtiznou kombinaci stresovych podminek (Slovakova
and Mistrik, 2007). To ma za nasledek inhibici rdstu, snizeni bioprodukce nebo
fyziologickou aklimatizaci. V zemédélstvi jsou nejcastéjsi stresové faktory
napriklad nedostatek ¢i nadbytek vody, vysoka ¢i nizka teplota, vysoka salinita
ptdy, krupobiti nebo toxicita pesticidi (Kukla and Kuklova, 2013). Stres se
vSeobecné definuje na abiotické a biotické faktory (Obrazek 2) (Slovakova and

Mistrik, 2007).
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Bloﬁcm? ABIOTICKY
Skidci | Teplota
Choroby —  Vysoka (horko)
Konkurence Nizka (chiad, mraz)
Voda
Chemicka zatéz Nadbytek (zaplaveni)
Soli (nadbytek, deficit) Nedostatek (suchao)
pH, toxicke latky f Zafeni
S0,, Oy, NO, Svételné, UV, ionizujici
Mechanicka zatéd Ostatni
Vitr, £astice, tlak, ... —— Elektrické, mag. pole

v

Obrazek 2: Piehled nejbéznéjsich stresovych faktort (podle Cerkala, 2011).

JelikoZ rostliny nemohou opustit stresové prostredi, vyvinuly se u nich béhem
evolu¢niho vyvoje rlizné strategické Zivotni adaptace. Pokud stresové faktory
neprekroci ekologické pesimum, je rostlina schopna odolavat stresu. Jakmile se
intenzita stresového faktoru dostane v ekologické amplitudé za ekologicky pejus,
rostlina odumira (Prausovd, 2015). U adaptace rostlin rozliSujeme tfi hlavni prvky:
vnimani stresu, prenos stresovych signadli a vyslednou reakci. Tyto adaptacni
reakce lze pozorovat v morfologické a fyziologické struktuie (napriklad vyrazna
impregnace bunécnych stén, rezervoary vody nebo tlusta kutikula na listech)
(Slovakova and Mistrik, 2007). Jedna se vlastné o schopnost vyhnout se stresu,

kterému prispivaji vhodné nacasované Zivotni cykly (Levitt, 1980).

Druhova variabilita rostlin napomaha k prizpisobeni se riznym Zivotnim
podminkdm pfi odliSnych faktorech prostfedi. Plisobenim stresii miiZe rostlina
dosdhnout rovnovazného stavu pomoci kompenzacnich procesi. V takovém
pripadé dochazi ke sledu reakci, ktery byva oznacovan jako stresova reakce

(Obrazek 3) (Slovakova and Mistrik, 2007).

1. Poplachovd faze: Zacina bezprostiedné po zacatku plisobeni
stresového faktoru. Rostlina pomoci senzori zjisti pritomnost stresoru.

Dochazi kposkozeni protoplazmy, Kklesa viskozita, zvySuje se
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permeabilita pro vodu a osmoticky tlak. Vrostliné probihaji
oxidac¢né-hydrolytické reakce.

2. Restitucni fdaze: Probiha za podminek, kdy intenzita plisobeni
stresoru neprekracuje letalni uroven. Aktivuji se obranné mechanismy
arostlina je vice odolna. Stoupa viskozita, klesa permeabilita pro vodu,
sniZzuje se respirace, zvySuje se fotosyntéza a obsah cukrd. V rostliné
probihaji reduk¢né - syntetické reakce

3. Fdaze rezistence: Dochazi kmobilizaci kompenzacnich
mechanismd, které sméruji ke zvySeni odolnosti rostliny viici plisobicim
faktortim.

4, Fdze vycerpdni: Pri dlouhodobém a intenzivnim plisobeni
stresového faktoru nastavd zlom a z prekonani zvysSeni odolnosti
dochazi kpoklesu odolnosti, coz ma za nasledek uhyn rostliny

(Prochazka et al., 1998).

— +

2 .
= Normalni |
o stav

g

O

I Pocatek stresu Cas
Akutni pogkozeni Chronické pogkozeni

Obrazek 3: Idealizovany priubéh stresové reakce (upraveno podle Larchera, 1995).

12



1.2.2 0Odpoveédi rostlin na stres
Béhem svého Zivota se rostliny prizptsobily riznym stresorim ve svém prostiedi.
Vyvinuly si mechanismy ochrany, které jim pomahaji piekonat nepriznivé

podminky.

1) Ndchylnost (susceptibility) - Jedna se o stav rostliny, kdy uz neni schopna
pirekonavat nepiiznivé podminky. Dochazi ke zpomaleni ristu a nasledné
rostlina umira.

2) Vyhnuti se (avoidance) - Rostliny se adaptuji na Zivot v nepriznivych
podminkach naptiklad kratkym Zivotnim cyklem nebo modifikaci lista.

3) Unik (escape) - Zivotni cyklus rostlin za¢ina pouze za pfiznivych podminek.

4) Tolerance - Rostliny se prizplisobi a dokazi odolavat stresu.

5) Rezistence - Vrostlinném organismu se nasledkem stresu spusti
mechanismy, které jsou schopné stres prekonat.

6) Adaptace - Jedna se o dédi¢né prizplisobeni ve struktui'e nebo funkci rostlin
(napriklad CAM rostliny).

7) Aklimatizace - Proces nedédi¢nych fyziologickych zmén, které jsou vyvolané

napiiklad chladem nebo teplem (Slovakova and Mistrik, 2007).

1.3 Tézké kovy a jejich toxicita

1.3.1Viastnosti tézkych kovl

Tézké kovy lze definovat jako kovy, které maji specifickou hmotnost (hustotu)
vétsi nez 5g / cm3. Toxické kovy v malych davkach ptlisobi negativné na Zivotni
(Pb), méd' (Cu), rtut (Hg), zinek (Zn) a nikl (Ni). Podstata toxicity je schopnost
vazat se na -SH, -COOH a NHz skupiny rostlinnych struktur, ¢imz preménuji jejich
strukturu a funkci. Muaze dojit kdeaktivaci enzymt, Kkatalytickym reakcim
produkujici volné radikdly nebo nahradé jinych dilezitych prvka
v biomembranach. Celkovy toxicky ucinek je ovlivnén mnoZstvim prijeti téZkého
kowvu, ale také i formou prijatého kovu a cestou vstupujici do organismu (Tomastik,

2010).
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V Zivotnim prostredi je prirozenym zdrojem tézkych kovii zvétravani materské
horniny. V dnesni dobé je jejich vyskyt vSude kolem nas a to napriklad v ptidé,

vodé, atmosfére a organismech (Novotna, 2012).

Hlavnim zdrojem tézkych kovil je antropogenni Cinnost (napiiklad priimyslova
¢innost, spalovani fosilnich paliv, uméla hnojiva, pesticidy a detergenty) a dochazi
tak k vét§imu pronikani téZkych kovil do Zivotniho prostiedi. Radime je do skupiny
cizorodych latek, které se vyznamné podileji na kontaminaci zemédélskych ptd
(Mendelova univerzita v Brné [online]). Takto se do prostiedi dostavaji slouceniny,
které se v piirodé prirozené nevyskytuji, a nazyvame je xenobiotiky (Prochazka et

al, 1998).

K nejvétsi akumulaci tézkych kovii dochazi v piidé a jejich geochemické cykly jsou
ovlivnéné pH putdy. Pokud dojde kokyseleni plidniho roztoku, tézké kovy se
uvolnuji a jsou snaze prijatelné rostlinami a vyplavi se do spodnich vod. Kazda
plida je charakteristickd svoji hodnotou tézkych kovii, coz predstavuje jejich
piirozeny obsah. V disledku lidské cinnosti vSak dochazi ke zvySovani jejich
hladiny a kumulaci a to zejména vornicni vrstvé, kde dochazi k ovlivnéni

mikrobialni aktivity (Novotna, 2012).

Z toxickych kovi se nejcastéji do plidy, ve vétSim mnozstvi, dostava zinek, olovo
a kadmium. Je to dano usazovanim prachu z primyslovych procesii a vyfukovych
plyni, déle z kontaminovanych odpadnich vod a hnojiv. lonty téchto kovii rostlina
velmi snadno prijimd koreny, protoze selektivita transportnich proteint je
nedostatecna pro jejich rozliSeni od nezbytnych prvki pro rostlinu (Prochazka et

al., 1998).

1.3.2 Mechanismus obrany rostliny proti toxicité tézkych kov

Toxicita se vrostliné projevuje riznymi zplisoby. Po prijeti tézkého kovu se
v bunikach inaktivuji nékteré enzymy a redoxni systémy. Dale dochazi k inhibici
déleni a prodluzovaciho ristu bunék, coz se projevuje zejména zpomalenim ristu
primarniho kotene, protoZe v korenech dochazi k nejvétsimu hromadéni tézkych

kovil (prvni priznak toxického pilisobeni na rostlinu). Mensi mnozZstvi toxickych
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iontd se prenese do nadzemnich organt, kde nejvice ovliviiuje fyziologické procesy

v listech a tim ovliviiuje priibéh fotosyntézy (Prochazka et al., 1998).

Ochrana rostlin proti toxickému pisobeni téZkymi kovy zacina nejcastéji u koren.
Prvnim obrannym mechanismem je vyluCovani latek do pudy, které na sebe tézky
kov navazou a tak se zabrani prijem koreny. Béhem tohoto procesu tu svoji roli
hraji mykorhizni houby (ektomykorhizy a arbuskularni mykorhizy), které snizuji
prijem kovl rostlinou (Kovarova, 2010). Prijem kovil rostlinou snizuji svymi

hyfalnimi exudaty nebo ukladaji kovy do vakuol (Hall, 2002).

Druhy obranny mechanismus se spousti, kdyz dojde k ptijmu tézkych kovi koreny.
V kotenech rostlin se aktivuji detoxikacni procesy, proto se téZké kovy v malém ci
minimalnim mnozstvi dostanou do nadzemnich casti rostlin. Ionty tézkych kovi
narusuji enzymatickou aktivitu a konformaci nukleovych kyselin. Projevuje se tu
chelace iontli v cytosolu bunék, coz zajistuje detoxikaci bunék avysledkem je
sniZeni koncentrace volnych kovovych iontii (Kovarova, 2010). Kovy, které prosly
procesem chelatace, jsou vrostliné ukladany do vakuol, bunécné stény

v zaclenénych proteinech nebo v podobé silikatt (Hall, 2002).

Vyvinuti odolnosti rostlin k piisobeni tézkych kovt jsou v rdmci rostlinnych druhti
a variet velmi odliSné. Tolerantni rostlina dokaze rilist v ekosystémech s vyssim
obsahem S$kodlivych latek, neZz by byly ostatni rostliny schopné preZit. Napriklad
nékteré travy mohou znesnadiiovat vstup toxickych iontli do cytosolu pomoci
vyluCovani organickych kyselin do rhizosféry, sorpci na pektinové latky
v bunécnych sténach a i vétsi selektivitou transportnich proteinti v plazmatické
membrané. Pokud je rostlina vystavena tézkym koviim, miize omezit jejich piijem
pomoci mykorhiznich hub a kotrenovych exudatd (Hall, 2002; Prochazka et al.,
1998).

Tvorba stresovych hormonii patti do vnitrobunécnych detoxikacnich mechanismi
a dochazi ke vzniku odolnéjsich izoenzymt, proteaz a ubikvitinu, ktery napomaha

k urychleni rozkladu poskozenych proteinti (Prochazka et al., 1998).

Dal$im projevem tolerance rostlin na tézké kovy je schopnost zaclenéni kovu do
bunécné stény, minimalizace prijmu pres plazmatickou membranu, chelatace na

ligandy (fytochelatiny, metalothioneiny a proteiny), opravy stresem poskozenych
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proteinii a kompartmentaci kovii do vakuol pies tonoplastové transportéry
(Kovarova, 2010). Pri zvladani tolerance vici tézkym kovim maji dilezitou roli
organické kyseliny a glutathion. Diky nim se vytvareji komplexy s kovy a tak
dochazi k detoxikaci (Prasad and Freitas, 2003).

Fytochelatiny (PC) jsou peptidy, které jsou syntetizovany jako odpovéd na ionty
kovil a v rostlinach se podileji na detoxikaci rizikovych prvki (Fiser et al., 2013).
PC se nejenom podileji na homeostaze esencidlnich tézkych kovi, ale maji také
dilezitou roli pti metabolismu siry nebo funguji jako antioxidanty (Cobbett, 2000).
Syntéza FC neprobiha v ribozomech, ale je indukovana aZ pritomnosti iontd kovii
v cytosolu. Komplex toxickych kovi je poté transportovan do vakuol, kde dojde
k uvolnéni z PC, a tak jsou inaktivovany vysokou koncentraci organickych kyselin

(Prochazka et al., 1998).

1.3.3 Kadmium

Koncentrace kadmia v ptidé kolisa mezi 0,01 - 0,15 mg/kg a jeho prirozeny obsah
vpudé se velmi neméni. MnozZstvi vyskytu je ovlivnén mate¢nou horninou,
intenzivnim zvétravanim a naslednym transportem (Cibulka, 1991). Celkova
koncentrace kadmia vpldé ndm dava informaci o potencidlnim mnozstvi
dostupném pro rostlinu, ale nevypovidd o skutecné dostupnosti kadmia pro

rostlinu (Slovakova and Mistrik, 2007).

Do piidy vstupuje kadmium nékolika cestami, a to hlavné jako aerosoly vzniklymi
spalovanim paliv a odpadt, odpady po tézbé a také zemédélskymi chemikaliemi

(napriklad hnojiva, pesticidy a detergenty) (Cibulka, 1991).

Kadmium je neesenciadlni tézky kov, silny inhibitor enzymi a diky tomu se
povazuje za velmi nebezpetny polutant, protoZe je vysoce toxicky a dobre
rozpustny ve vodé (Slovakova and Mistrik, 2007). Pfrenos kadmia v rostlinach je
ovlivnén chemickou formou, ktera je zavisla na sloZeni vod nebo srazek, dale na pH
a obsahu nékterych iontd, které mohou tvorit stabilni komplexni slouc¢eniny, dale
pak na redoxnim potenciadlu, ktery je diileZity pro posouzeni stability riznych
forem kovi. Dulezity je i obsah organického uhliku, ktery ovliviiuje mobilitu,

rychlost a cestu migrace kontaminantu. Piijem kadmia kofreny rostlin se zvysuje
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vys$sSim pH nebo vyskytem dalSich prvkl (napiiklad olova) a snizuje se obsahem
alkalickych kovi, vyskytem jinych téZkych kovii nebo vapnénim. Vyskyt vyssi
koncentrace konkurenc¢nich iontli vede ke sniZeni adsorpce ostatnich kovii a tim
lze ovlivnit adsorpci kadmia. Diky tomuto jevu je pak navySena mobilita prvku

v ptidé a tim je 1épe vyuZitelnéjsi pro rostliny (Bélohlavkova Staffova, 2013).

JelikoZ je kadmium soucasti matecnich hornin, vyskytuje se prakticky ve vsSech
pudach. Vysledkem je urcita koncentrace tohoto prvku v potravinach, a proto jsou

vSichni lidé vystaveni prirozené davce tohoto prvku (Tran and Popova, 2013).
Mechanismus prijmu

Kadmium pronikd do Kkofend rostlin pres epidermis, Kkortex apoplastem
(permeabilni bunécné stény a vodivé svazky) nebo symplastem (protoplasty
spojené plazmodezmami) do xylému, kde vznikaji komplexy s ligandy (organické
kyseliny a fytochelatiny). Velky podil kadmia zlstava v kofenech a maly podil se
transportuje do nadzemnich c¢asti (TlustosS et al.,, 2006). Tento jev vznika diky
indukci mechanismu suberinizace a vytvorenim vice vrstev bunék endodermis

v korenu.
Vliv kadmia na metabolismus rostlin

Kofenovy systém rostliny prichazi jako prvni do styku s kontaminantem a reaguje
sniZenim vitality, fertility a hnédnutim kotrenovych vlaski (Slovakova and Mistrik,
2007). Dochazi k vyssi redukci hmotnosti nadzemni biomasy v porovnani s koreny
(Prasad and Hagemeyer, 1999). Potlaceni riistu se projevuje redukci rychlosti
prodluzovaciho riistu bunék (hlavné stonkt), protoZe kadmium inhibuje ¢innost
protonové pumpy odpovédné za tento déj (Aidid and Okamoto, 1993). Napriklad
v bunikach kotrenovych Spicek cibule kuchynské (Alium cepa) kadmium poskozuje
jadérko, v ryzi (Oryza sp.) méni syntézu RNA a inhibuje ribonukledzovou aktivitu,
upsSenice  (Triticum sp.) a sluneCnice (Helianthus sp.) redukuje

ATP-azovu aktivitu plazmatické membrany (Slovakova and Mistrik, 2007).

Chlorézy na listech mohou byt zpiisobeny inhibici biosyntézy chlorofylu, deficitem

Zeleza nebo kadmiem indukovanym poklesem obsahu horciku (Larbi et al., 2002).
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Cervenohnédé skvrny jsou pravdépodobné zplisobené zménou v metabolismu

fenolickych latek (Tlustos et al., 2006).

Kryci pletiva rostlin obsahujici kadmium se vyznacuji redukovanou velikosti
epidermalnich bunék, vétsim vyskytem trichomi, redukci intercelularnich
prostord a trvalym uzavienim svéracich bunék prtaducht. U obvodovych vrstev
kortexu stonku dochazi k rozsahlym ultrastrukturdlnim zménam. Jedna se hlavné
o zmény tvaru plastidd, zvySené zastoupeni plastoglobulli a dezintegraci vnitiniho

membranového prostoru (Barcel6 et al., 1988).

Negativni plisobeni kadmia na fotosyntézu je jiz mnohokrat popsany. Ovliviiuje
fotosyntetické reakce v disledku zmén a sloZeni fotosyntetickych pigmenti.
Dochazi k ovlivnéni svételné a tmavé faze fotosyntézy. Pii predCasné senescenci
listu, inhibici riistu a poruse pohybu priduchti dochazi ke snizeni aktivity
fotosyntézy na urovni listu. Tento sled procesi ma za nasledek potlaceni
prodluzovaciho ristu bunék a to zejména ve stonku (Slovakova and Mistrik, 2007).
Chloroplasty ovlivnéné kadmiem maji redukovany objem a vyskytuji se v mensi
mife nez u rostlin nekontaminovanych. Priklad symptomu poskozeni chloroplasti

je degradace acylu lipid v thylakoidnich membranach (Tlustos et al., 2006).

Tento kov ovliviiuje i dychani rostlin. Chova se jako inhibitor oxidativni fosforelace

v mitochondriich (Kessles and Brand, 1995).

Kadmium patfi mezi prvky, které dokazi vyvolat oxidacni stres. lonty kadmia
mohou inhibovat nebo stimulovat aktivitu antioxida¢nich enzymi (Tlustos et al.,
2006). Nasledkem oxidacniho stresu dochazi ke zvySeni zasob volnych mastnych
kyselin, poruSeni struktury gran a kinhibici syntézy chlorofylu (Slovakova and

Mistrik, 2007).

Kadmium celkové ovliviiuje rovnovahu makro a mikroelementt v rostliné. Pri jeho
nadbytku dochazi k potlaceni piijmu Zeleza a tim vznika chloréza rostlin. Toxicita
kadmia indukuje nedostatek fosforu a redukuje transport manganu. Toxické
plisobeni kadmia je spojeno s nedostatkem zinku v rostliné (Khan and Frankland,
1983). Dale ma za nasledek omezeni piijmu, transportu a vyuziti nékterych prvki
a latek. Jedna se napriklad o vapnik, horcik, fosfor, draslik a vodu. Velky vliv ma na

rostlinu celkovy vyskyt kadmia a Zeleza. Pokud se toto mnoZstvi méni, ovliviiuje to
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rist rostliny, fotosyntézu, prijem obou prvki a jejich distribuci. Kadmium
interferuje s Zelezem translokovanym z kotfenli do listi (Slovakova and Mistrik,
2007). Nicméné bylo zjisténo, Ze kyselina abscisova a kyselina salicylova hraji
velkou roli pri ochrané rostliny pred toxickym ucinkem kadmia. Podileji se na

sniZovani inhibice ristu, které je zplisobeno toxicitou (Sharikova et al., 2016).

1.4 Oxidacni stres

1.4.1 Oxidacni stres a reaktivni formy kysliku

Pii vystaveni rostlin stresovym faktoriim, v podobé biotickych ¢i abiotickych
(Obrazek 4), dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku (ROS; Reactive Oxygen
Species) (Kyselakova, 2012). Produkce ROS se zvy$uje i béhem senescence. Radi se
mezi primarni mediatory oxidacniho poskozeni a patfi sem superoxidovy radikal
(+02), hydroxylovy radikal (¢OH-), singletovy kyslik (102), peroxid vodiku (H202)
a jsou produkovany v rtiznych ¢astech rostlin a organelach (Slovakova and Mistrik,

2007).

Oxida¢ni poskozeni vznika pri porusSeni rostlinné homeostazy, kdyz je kapacita
burikovych antioxidac¢nich systémii vycerpana ROS a jinymi buiikovymi oxidanty.
Produkce reaktivnich forem kysliku ovliviiuje produktivitu rostlin, a to tim, Ze

jejich produktivita klesa (Slovakova and Mistrik, 2007).

Rostliny mohou prodélat oxidacni stres za jakychkoliv podminek, jako naptiklad
pfi napadeni patogenem nebo okusu herbivorem. ROS jsou vSak produkovany
ivpribéhu béznych bunécnych metabolickych procest. Jednda se napriklad
o buné¢né dychani, fotosyntézu, intra- ainter-bunécné signalni cesty, a byvaji
tvoreny i membranové vazanymi nebo volnymi enzymy v cytoplazmé (Asada,
endoplazmatické retikulum, plazmaticka membrana a mikrotéliska (Slovakova and

Mistrik, 2007).
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Obrazek 4: Oxida¢ni stres a produkce ROS vyvolana ptlisobenim riiznych
stresovych faktort (upraveno podle Slovakova and Mistrik, 2007).

1.4.2 Vybrané reaktivni formy kysliku

BéZné se vyskytujici forma kysliku je pomérné malo reaktivni, protoze je
v zakladnim stavu tripletem (30:2). Jedna se tedy o biradikal obsahujici dva
neparové elektrony s paralelnim spinem (Blokhina et al., 2003). Reaktivni formy
kysliku se oznacuji jako aktivované a jeho aktivace miize probéhnout dvéma
zpusoby. Prvni mozZnosti je absorpce potirebného mnozstvi energie na pievraceni
spinu jednoho z elektronti. Po prijeti energie se méni zakladni tripletovy stav na
singletovy stav, ktery ma elektrony s opa¢nymi spiny a diky tomu je mnohem
reaktivnéjsi. Druhou mozZnosti je monovalentni redukce na superoxid, peroxid
vodiku, hydroxylovy radikal a vodu. Aktivace kysliku na superoxid probiha pomoci
dodané energie a vyZaduje donor elektronti. Pii nasledujicich jedno-elektronovych
redukcich uz neni vyZadovana energie, takze se mohou vyskytovat spontanné nebo

za pomoci e’ /H* donorti (Slovakova and Mistrik, 2007).

Superoxid je nabita molekula, ktera nemiize prochazet biologickymi membranami.
Tvori se v matrixu i na bunétné membrané (Slovakova and Mistrik, 2007). Mtze
oxidovat fadu aminokyselin (napiiklad histidin a methionin), kyselinu askorbovou,

NADPH, redukovany cytochrom C a komplexy pirechodnych kovi (dochazi
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k ovlivnéni aktivity metaloenzymii). Protonova pumpa superoxidového radikalu je
hydrofobnéjsi oproti superoxidu a diky tomu dochazi ke snadnéjSimu pronikani
biologickymi membranami, kde se odebiraji atomy vodiku z polynenasycenych
mastnych kyselin a lipidovych hydroperoxidi. Diky tomu je spuSténa retézova
peroxidace lipidi (Kyseldkova, 2012). V chloroplastech je vysoky obsah kyseliny
askorbové, ktera napomaha k rychlé redukci «O2- (Noctor and Foyer, 1998).

Peroxid vodiku je produkovan dvouelektronovou redukci kysliku, je stredné
reaktivni a patii mezi vyznamné oxidanty (Halliwell, 2006). Jedna se o silny toxicky
oxidant, ktery zplisobuje silné poSkozeni bunék béhem oxidacniho stresu. Na
druhou stranu se chova jako signdlni molekula, ktera aktivuje obranny systém
k navraceni bunécéné homeostazy (Hung et al, 2005). MiiZe tedy fungovat jako
zprostiedkovatel indukce oxida¢niho stresu, nebo jako produkt jiz vzniklého
stresu. Peroxid vodiku mize dale vzniknout néasledujicimi zplsoby:
v peroxizomalnim dychacim retézci za pomoci flavinoxidazy, $-oxidaci mastnych
kyselin a ¢innosti glykolatoxidazy v peroxizémech (Slovakova and Mistrik, 2007).
V mnoha experimentech bylo prokazano, Ze peroxid vodiku je dtlezity pii prenosu
signalti béhem adaptace rostlin k ménicim se zivotnim podminkam a pfti aktivaci

obrannych mechanismt (Neil et al., 2002).

1.4.3 Poskozeni zplisobené ROS

Pti plisobeni ROS jsou nejvice nachylné nukleové Kkyseliny, proteiny a nenasycené
mastné kyseliny v lipidech. Oxida¢ni poskozeni DNA zptisobuje napriklad deleci,
mutaci nebo jiné genetické defekty. Oxidace proteini s enzymatickou funkci
naruSuje jejich Kkatalytickou schopnost. Béhem ROS dochazi u proteint ke
znehodnoceni vSech aminokyselin (hlavné methioninu a cysteinu) (Kyselakova,

2012).

Reaktivni formy kysliku peroxiduji polynenasycené mastné kyseliny, které jsou
soucasti fosfolipidové bunécné membrany (Bokov et al, 2004). Peroxidalni
poskozeni plazmalemy ma za nasledek tunik bunécného obsahu a to vede
k bunécné smrti. PoSkozeni membran uvniti buiiky ovliviiuje respiracni aktivitu

mitochondrii a schopnost chloroplastu fixovat CO; (Kyselakova, 2012).
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1.4.4 Obranné mechanismy pri oxidacnim stresu

Nadmérné mnoZzstvi ROS vrostlinach zptisobuje oxidacni stres. Tvorbé ROS
zabranuji nizko molekulové antioxidanty (naptiklad kyselina askorbova, glutamin
a tokoferoly), enzymy regenerujici redukované formy antioxidantii a enzymy
peroxidazy a katalazy. V rostlinnych pletivech funguji jako antioxidanty fenolické
slozky, napftiklad flavonoidy, taniny nebo prekurzory ligninu (Slovdkova and

Mistrik, 2007).

ROS v rostlinach mohou vznikat neenzymovymi nebo enzymovymi reakcemi. Co
bude vrostlinném organismu upfednostnéno, zavisi na koncentraci Oz uvnitf
ROS a nedochazi tak k saturaci terminalnich oxidaz v dychacim retézci a rychlost
respirace je limitovana dostupnosti Oz. Pfi vys$sich koncentracich Oz jsou oxidazy
dychaciho retézce saturovany a dochazi tak vrostlinném pletivu Kk nartstu

koncentrace O2-(Kyselakova, 2012).

Do neenzymatickych antioxidanti se ftadi askorbat, glutation, a-tokoferol,
B-karoten a flavonoidy. Jsou rozvadéné hlavné v chloroplastech, mitochondriich
a peroxizomech. Tyto antioxidanty zabezpecuji bunkovou ochranu pied ROS, ale
pokud tvorba ROS presahne jejich kapacitu, vznika oxidac¢ni stres jako sekundarni
stres. Neenzymatické reakce se také podileji na enzymaticky katalyzovanych

detoxikacnich procesech (Slovakova and Mistrik, 2007).

vvvvvv

Vyuziva se zde askorbat a glutation a podileji se na katalyze antioxida¢nimi
enzymy. Soucasti je oxidace a opétovna redukce askorbatu a glutationu askorbat
peroxiddzou a glutation reduktazou, coZ slouzi na odstranéni peroxidu vodiku.
Tento cyklus se nachdazi v chloroplastech, cytosolu, mitochondriich a peroxizomech

(Slovakova and Mistrik, 2007).
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1.5 Kfemik

Kremik (Si) je polokov a je po kysliku druhym nejbéznéjSim prvkem zemské kiiry.
V ptidach se vyskytuje hlavné ve formé nerozpustnych oxidl a kiemicitant
(Richmond and Sussman, 2003). Po fyzikdlni a chemické strance se jedna
o monokiremicité kyseliny, polykiemicité Kkyseliny nebo organokiemicité

slouceniny (Balakhnina and Borkowska, 2013).

Vrostlindch Si napomaha klepSim morfologickym a fyziologickym procestim.
Béhem optimalnich podminek je role Si minimalni nebo dokonce Zadna. Ve
stresovych podminkach jeho role narlistd a nejCastéji se porovnava s ulohami

sekundarnich organickych metabolitti (Epstein, 2009).

1.5.1 Kfemik v rostlinach

Velké mnozstvi Si se v pidé vyskytuje v nerozpustné formé. Jedna se napiiklad
o oxid kremicity nebo kremicitany Zeleza a hliniku, které rostlina nedokazZe
vstiebat. Kyselina polysilicovd ma velky vliv na strukturu pldy, schopnost
zadrzovat vodu, absorp¢ni kapacitu a stabilitu eroze plidy (Balakhnina and
Borkowska, 2013). Rostlina nejcastéji Si ziskava v podobé kyseliny ortosilikatové,
ktera je rozpustna v pidnim roztoku. Po zvétravani minerald na bazi kfremiku nebo
po pridani kifemiku vytvofi hnojivo, které se podoba kiemicitanu draselnému
(Casopis ¢eského svazu greenkeeperil [online]). Pfjem kfemicitanii je ovlivnén
rychlosti prisaku pletiva. Jedna se o pasivni pohyb, ktery je ovlivnén kyselinou

kiemicitou a odpatovanim vody (Bauer et al,, 2011).

U riaznych rostlinnych druhii jsou velké rozdily vprijmu a transportu Si
zjiSténo, Ze prijem Si je aktivni (v akumulac¢nich rostlinach), pasivni nebo rostliny
vylucujici tento prvek. Toto rozdéleni je zaloZeno na méfeni obsahu Si a rychlosti

prusvitu (Richmond and Sussman, 2003).

Vryzi, kukurici a jeCmeni byly identifikovany transportéry pro Si. Vryzi je
akumulator Si v podobé Lsil a Lsi2 a jedna se o privodni a vystupni transportéry

Si. Vyskytuji se na plazmatickych membranach exodermalnich a endodermalnich
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bunék korent. Lsil je lokalizovan na distalni (okrajové) strané bunék a Lsi2 je
lokalizovan na proximalni (vnitfni) strané. DalSim transportérem kiemiku je Lsi6

a je lokalizovan v buiikach xylému parenchymu listii a uzlt (Yamaji a Ma, 2009).

U kukurice byly zjiStény geny typu ZmLsil a ZmLsi6. Transportér ZmLsil se
nachazi na  plazmatické membrané distalni strany epidermalnich
a hypodermalnich korenovych bunék. Na vyhoncich je ZmLsi6 pritomen v xylému
listovych plastt a cepeli a je zodpovédny za vychytavani Si koreny. Transportéry
pro vylucovani Si z kukufice a jeCmene se vyskytuji pouze v endodermadlnich
plazmalemovych membranach v korenech a nevykazuji Zddnou polaritu. Rzna
lokalizace a polarita transportérti v kukurici a jecmenu naznacuje odlisny systém
vychytavani Si od ryze (Mitani et al, 2009). U dvoudélozné rostliny tykve
muskatové (Cucurbita moschata) byly také identifikovany transportéry pro kiremik

(Mitani et al., 2011).

1.5.2 Projevy kifremiku v rostlinach

Si nepatii mezi diilezité prvky v rostliné, ale byl prokazan jeho pozitivni vliv na
rist a vynos rostlin (Balakhnina and Borkowska, 2013). Existuje pouze jedna celed’
preslickovité (Equisetaceae), pro které je vyskyt Si zasadni (Epstein, 1994). Dale se
miiZe obsah Si lisit v ramci riiznych zemédélskych kultivart (Cooke and Leishman,
2011). Byly vsak pozorovany ristové abnormality pti kultivacich s nedostatkem
tohoto prvku. Si se snadno vstiebava, takZe jeho vyskyt v rostlinach je pozorovan

vrozmezi od 1 - 10 % suSiny nebo dokonce i vice (Mihali¢ova et al., 2014).

V piidach se Si vyskytuje ve velkych koncentracich. I tak se v zemédélstvi vyuZzivaji
hnojiva s obsahem Si na zvySeni vynosu a kvality plodin, a to zejména pro ryzi
(Oryza sp.) a cukrovou trtinu (Saccharum officinarum) (Hodson et al., 2005). Pokud
rostlina zvysi prijem kiemiku, zlepsi se tim strukturalni integrita plodin, coZ miize
zlepsit jejich toleranci vii¢i chorobam a rlznym abiotickym stresiim (Ma and

Yamaiji, 2006).

Rostliny mohou Si uloZit do rliznych ¢asti a to napiiklad do bunécné stény, lumenu,
intracelularniho prostoru, kotent, listi a reprodukénich organti (Richmond and

Sussman, 2003). Dale ma kazdy orgdn v rostliné specifickd mista k ukladani
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kiemiku, zatimco jiné buiiky mohou aktivné vylucovat oxid kiremicity. Tento jev byl

objeven u trav a jehli¢nanti (Bauer et al.,, 2011).

Kremicité struktury u rodu Equisetum se nachazeji na epidermalnim povrchu celé
bunécné stény. U celedi Poaceae se oxid kremicity vyskytuje ve dvou vrstvach
o Sifce 2,5um. Kremicité bunky se jeSté nachazeji v epidermis a vaskularnich

pletivech stonku, listové pochvy a slupek (Currie and Perry, 2007).

1.5.3 Vliv kifremiku pFi pltisobeni tézkych kovi

V mnoha studiich bylo prokazano, ze Si zmirfiuje rtizné biotické a abiotické stresy
(Liang et al., 2007). V posledni dobé se vénuje velka pozornost Si v ramci tolerance
stresu tézkymi kovy. Pokusnymi rostlinami byla naptiklad ryze seta (Oryza sativa),
kukufice seta (Zea mays), okurka seta (Cucumis sativus) a dokonce i ¢inské zeli
(Brassica chinensis). | pres velké mnozstvi laboratornich pokusti nebyl podrobné

popsan mechanismus ucinku kfemiku v rostlinach (Mihalicova et al.,, 2014).

Hlavnim cilem, pii pouZivani kiemiku s tézkymi kovy, je sniZit zdravotni rizika
z plodin péstovanych v kontaminovanych lokalitach (Mihalicova et al., 2014). Pti
vyskytu kremicitanu vapenatého (CaSiO3) a Cd v ptidé nebyly pozorovany zadné
zmény pH pidy. Kifemik ale zménil distribuci Cd a Zn v ptdni frakci a snizil tak
jejich biologickou dostupnost pro rostlinu. Na druhou stranu vSak doslo ke zvySeni
piijmu kovl na vice stabilni frakci a tim doslo k zablokovani pohybu Cd a Zn

(Cunha et al., 2008).

Bylo také zjisténo, Ze rostliny oSetrené Si prijaly vice Cd neZ neoSetiené rostliny.
Kadmium se vsSak koncentrovalo v korenech. Inhibice transportu kovi z koiene
k vyhonku je tedy povaZovana jako pozitivni ucinek Si k tézkym kovim (Liang et

al,, 2005).

Pti pokusu s kukurici setou (Zea mays), ktera byla péstovana v ptidé obsahujici Cd,
Zn a kiemicitan vapenaty, byl zjistén narist biomasy a vyssi akumulace kovi. Byly
pozorovany strukturalni zmény v epidermis, xylému atlouStce mezofylu
Predpoklada se, Ze ulozeni oxidu kiemicitého ovliviiuje toleranci kukurice viici

stresu z ptisobeni Cd a Zn. Diky témto vysledkiim se predpoklada, Ze Si mize byt
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pouZit pri fytotechnologiich zamérenych na zvySeni tolerance a akumulace kovii

v rostlinach (Cuncha and Nascimento, 2009).

1.6 Kyselina salicylova

1.6.1 Charakteristika SA a syntéza v rostliné

Kyselina salicylova (SA) je chemickd slouc¢enina snazvem Kyselina
2-hydroxybenzoova. Jedna se o fenolickou slouceninu, jejiZ nazev je odvozen od
latinského nazvu pro vrbu (Salix sp.). Vroce 1899 byl vytvoren derivat kyseliny
salicylové s nazvem Kyselina acetylsalicylova (Obrazek 5), ktery je ticinnou slozkou

jednoho z nejrozsitenéjsich 1éki s nazvem aspirin (Janda and Valentova, 2014).

COOH COOH

OH Oxﬁ,CHa
O

Obrazek 5: Strukturni vzorec Kkyseliny salicylové (A) a kyseliny

acetylsalicylové (B) (https://slideplayer.cz/slide/2838147/).

SA je rostlinny hormon, ktery reguluje mnoho fyziologickych procesi. Jedna se
napriklad o Kkliceni semen, bunécny rilist, zavirdni praduchi, dychani nebo
senescenci. Podili se také na odpovédi pri plisobeni abiotickych stresii. Pisobeni
kyseliny salicylové v nékterych procesech je dano jejim efektem na jiné rostlinné

hormony (Vlot et al., 2009).
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1.6.2Vyznam SA ve stresu

Systémové ziskand rezistence (SAR) je indukovany imunitni mechanismus
vrostlindch. Neni spojen s programovanou bunéc¢nou smrti, protoZe podporuje
zachranu a preziti rostlinné bunky. Tato rezistence muzZe byt aktivovana tydny ¢i
mésice a dokonce se predpoklada, Ze se mlZe prenaSet z generace na generaci
(jednad se o tzv. transgenerac¢ni imunitni pamét). Vysledkem tohoto procesu je

produkce obrannych proteinti v ¢astech rostlin (Fu and Dong, 2013).

Rostlina pomoci SAR identifikuje napadeni patogenem a pomoci dosud
nezjisténych signald tuto informaci predd do jinych C¢asti rostliny.
V nekontaminovanych ¢astech rostlin se spusti obranné reakce, které vedou k vétsi
rezistenci vii¢i napadeni patogenu (Janda and Valentova, 2014). Rostlina se obecné
proti patogentim brani tim, Ze v misté infekce dojde khypersenzitivni reakci

a k programované bunéc¢né smrti (Glazebrook, 2005).

Jakmile je rostlina napadena patogenem a vystavena stresu, dochazi k tvorbé
komplexu, ktery je zodpovédny za zvySenou tvorbu SA. Soucasti komplexu je lipaza
PAD4 (phytoalexin deficient 4) a EDS1 (enhanced disease susceptibility 1) (Vlot et
al, 2009). Déle existuje protein v signdlni draze spusSténé SA snazvem NPR1
(nonexpressor of pathogenesis - related 1) (Gordon et al.,, 1994). Tento protein se
vyskytuje v cytosolu rostlinné bunky jako oligomer. Jakmile dojde ke zvySeni
hladiny SA v burtice, dochazi k monomerizaci tohoto oligomeru a jeho prechodu do
jadra, kde se akumuluje. Hladina monomeru NPR1 v jadre je regulovana, coZ slouZzi
k zeslabeni obranné reakce ve chvili, kdy k Zddnému napadeni nedochdazi (Janda

and Valentov3, 2014).

U vétsSiny fytohormont jsou znamé receptory, na které se hormony vazou. Bohuzel
u SA k takovému objevu jeSté nedoslo. Pfedpoklada se ale, Ze receptorem je NPR1,

ale jeho afinita k SA nebyla dosud prokazana (Janda and Valentova, 2014).
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1.6.3 Vliv SA pfi plisobeni kadmia

V poslednich letech se mnoho experimentl vénuje vlivu SA pri plisobeni Cd na
riznych druzich rostlin. Je prokazano, Ze SA zlepSuje toleranci k téZkym koviim. Na
druhou stranu ale exogenni SA zhorsuje priznaky toxicity Cd u je¢cmene (Hordeum
sp.), s6ji (Glycine sp.), hrachu (Pisum sp.), kukurice (Zea sp.), ryze (Oryza sp.)
a nékterych kultivarti melount (Liu et al.,, 2016). SA nezmiriiuje toxicitu Cd na
urovni obrany antioxidantd, ale ovliviiuje jiné mechanismy detoxikace (Guo et al.,

2013).

Pii plisobeni Cd na rostlinu dochazi k mensimu vzristu a hmotnosti korenové
i nadzemni ¢asti. Naproti tomu se ¢erstva hmotnost rostliny zvysila po aplikaci SA.
Dale uc¢inkem SA doSlo ke sniZeni distribuce Cd do organl rostlin. Vjinych
piipadech doslo pii vyskytu Cd u ryZe (Oryza sp.) kinhibici ristu kotene a listy
semenacku soji (Glycine sp.) byly dehydratované a ani pri aplikaci SA nedoslo

k potlaceni negativnich vlivi (Liu et al., 2016).

Pri exogennim dodani SA u ryZe (Oryza sp.) doslo k celkovému sniZeni poSkozeni
ato ovlivnéni negativniho ucinku Cd na délku korenii a-amyldazovou aktivitu
a mitoticky index v kotenovych Spickach. Rovnéz bylo zjiSténo, Ze SA podporuje
kliceni semen a ¢asny riist sazenic, aby byl vliv toxikace na semenacky co nejmensi

(Liu et al,, 2016).
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2 Prakticka cast

2.1 Material a metodiky

V ramci prezenc¢ni formy studia byly provedeny laboratorni experimenty s pSenici
(Triticum sp.) na Univerzité Hradec Kralové. Jednalo se o formu nadobového

pokusu.

Z nékolika rtznych Kkultivari pSenice byly provedeny testy kliivosti semen
a nasledné byl vybran nejvhodnéjsi z nich - Grany. Pred zaCatkem experimentu
byla semena vydezinfikovdna 5% roztokem Sava. Nasledné se nechaly 24 hodin
imbibovat v kddinkach s destilovanou vodou nebo 500 uM roztokem SA. Poté se
semena piendala do piskového substratu a nechala se rast v klimaboxu zakryté
cernou folif. Po 4 dnech se folie opatrné odstranila a semena dale klicily jesté

2 dny.

Vzrostlé rostliny byly prendany do 3 litrovych tmavych nadobek (30 rostlin na
nadobu) s mirné upravenym Hoaglandovym médiem o pH 6, do kterého se podle
variant pridal dusi¢nan kademnaty o koncentraci 50 pM a / nebo Si ve formé
kiremicitého skla o koncentraci 2,5 mM. Celkové bylo vytvoreno 8 variantd
(Tabulka 1). Takto pripravené nadobky byly vloZeny do klimaboxu, kde byly
napojeny na provzdus$novaci systém. Médium se ménilo kazdé 3 dny po dobu
2tydni. Podminky vklimaboxu (Binder) byly nasledovné: fotoperioda
16 hodin/8 hodin (den/noc), teplota 25 °C/20 °C (den/noc), vlhkost 60 %.
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Imbibice v destilované
Imbibice v 500 uM SA
vodé
K Hoaglandovo médium X
SA X Hoaglandovo médium
Si Pridavek 2,5 mM Si X
Ccd Pridavek 50 uM Cd X
SA+Si X Pridavek 2,5 mM Si
SA+Cd X Piidavek 50 uM Cd
Pridavek 2,5 mM Si
Si+Cd X
Piidavek 50 uM Cd
Pridavek 2,5 mM Si
SA+Si+Cd X
Piidavek 50 uM Cd

Tabulka 1:Prehled variantd pouzité v experimentu.

Na jednotlivé analyzy byli vybrani uniformni jedinci. Jednotlivé rostliny byly
rozdéleny na nadzemni a podzemni Cast, které se analyzovaly samostatné. Poté
nasledovalo méreni délky kotfenli a nadzemni ¢asti, Cerstvé hmotnosti a susiny,
obsahu chlorofyli, obsahu peroxidu vodiku, superoxidového radikalu

a malondialdehydu (MDA).
Stanoveni vybranych fyziologickych parametrii

Zaznamenana data zcCerstvého materidlu jsme vyjadrili na jednotku suché
hmotnosti (DW) pomoci procentualniho obsahu suSiny v rostlinném pletivu podle
rovnice: [100-(DW x 100/FW)]. Suchou hmotnost jsme urcili po vysuSeni rostlin

do konstantni hmotnosti pri teploté 80 °C v susarné (Memmert).

Celkovy obsah asimilacnich pigmentt (chlorofyl a, b a karotenoidy) jsme stanovili
dle rovnic odvozenych Wellburnem (1994) s vyuzitim spektrofotometru (Cintra
101). Absorbanci metanolovych extraktii vyhonkl (fedéni 1 g materidlu na
100 ml) jsme mérili pri vybranych vinovych délkach: 666 nm (chlorofyl a), 653 nm
(chlorofyl b), 470 nm (celkové karotenoidy) a 750 nm (korekce nespecifické

absorbance).
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Fluorescence chlorofylu byla mérena fluorometrem OS1p (Opti-Sciences, USA).
Vysledky jsou vyjadieny jako Fv/Fm= (Fm-Fo)/Fm; kde Fm je maximalni
fluorescence a Fo je minimalni fluorescence u rostlin adaptovanych na tmu po

dobu 30 minut.
Stanoventi reaktivnich forem kysliku a miry poskozeni membrdnovych lipidii

V ramci ROS jsme stanovili obsah peroxidu vodiku a superoxidového radikalu. Ve
vychlazenych tfenkach jsme zpracovali alikvétni ¢ast rostlinného materidlu
v 50 mM fosfatovém tlumivém roztoku (pH = 7,0) (fedéni 1 g materialu na 20 ml

roztoku). Homogenaty jsme centrifugovali 15 min pfi 15 000 rpm.

Obsah peroxidu vodiku jsme stanovili reakci s TiCls (Ducaiova et al, 2016).
Vysledni reakéni smés obsahovala 500 pl supernatantu a 250 pl 0,5% roztoku TiCls
v 20% H2S04. Po promichani a opétovné centrifugaci jsme absorbanci mérili pti

410 nm. Vysledky jsme vyjadrili jako mnozstvi peroxidu vodiku v umol/g DW.

Obsah superoxidového radikalu jsme stanovili jako mnoZstvi nitritu uvolnéného
z hydroxylanimu (Ducaiova et al, 2016). Kreakéni smési obsahujici 300 pl
supernatantu, 270 pl 50 mM fosfatového tlumivého roztoku (pH = 7,0) a 30 pl
10 mM hydroxylaminu jsme postupné po 15 minutovych intervalech inkubace
pridavali 300 pl 17 mM sulfanilamidu, 300 ul 7 mM a-naftylaminu a 300 pl
dietyléteru. Absorbanci jsme mérili pfi 530 nm a vysledky jsme vyjadrili jako

mnoZstvi superoxidového radikalu v ug/g DW.

Miru peroxidace membranovych lipidl jsme stanovili jako obsah malondialdehydu
(MDA) reakci s kyselinou 2-tiobarbiturovou (komplex TBARS; Tio-Barbituric Acid
Reactive Substances) (Ducaiova et al., 2016). Alikvotni ¢ast rostlinného materialu
jsme homogenizovali v 0,1% Kkyseliné trichloroctové (fedéni 1 g materidlu na
10ml). Homogenaty jsme centrifugovali 15 minut pti 20 °C a 15 000 rpm. Reak¢ni
smés 0,5 ml supernatantu a 1,5 ml 20% kyseliny trichloroctové obsahujici 0,5%
kyselinu tiobarbiturovou (TBA) jsme inkubovali pii 90 °C po dobu 30 minut. Po
prudkém ochlazeni vledové drti a pozvolném ohrati na laboratorni teplotu jsme
absorbanci mérili pri 532 nm a 600 nm na korekci zakalu. Vysledky jsme vyjadrili
jako mnozstvi MDA v pumol/g DW vyuzitim molového absorp¢niho koeficientu

MDA-TBA, £ = 155 mM/cm.
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Prvkovad analyza

Rostliny byly rozdéleny na korenovou (podzemni) a nadzemni ¢ast a suSeny
v susarné do konstantni hmotnosti (cca 48 hodin pri 80 °C). Poté byly zpracovany
na jemny prasek. 25 mg prasku bylo mineralizovano ve 3 ml koncentrované HNO3
a 1 ml 30% H:20: (ve spolupraci s Katedrou chemie). Mineralizacni program byl
nastaven na 15 min se stadlym ndarlstem vykonu na 600 W a poté 20 minut
konstantné 600 W. VSechny nadoby pro odbér vzorkl byly oplachnuty a vzorky
ziedény destilovanou vodou na 15 ml celkového objemu vzorku pro analyzu AAS.
Mineralizované vzorky byly analyzovany metodou AAS s elektrotermickou
atomizaci (ve spolupraci slaboratofemi Povodi Labe). Obsah Cd byl vypocitan

metodou kalibra¢ni krivky a vyjadren jako ug Cd/g DW.
Statistické zpracovdni dat

Namérené udaje jsme vyjadrili v podobé zdkladnich statistickych parametri:
pirimérena hodnota a smérodatna odchylka. Byla pouZita metoda jedno faktorové
analyzy rozptylu (ANOVA) s naslednym Tukeyho testem, na hladiné vyznamnosti
P = 0,05 (Statistica; Statsoft, CR). Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny
nevykazuji statisticky vyznamny rozdil. Cely experiment byl vyhotoven ve dvou

opakovanich.
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2.2 Vysledky

2.2.1Zakladni fyziologické parametry
Vyvoj korenového systému pSenice pii plisobeni Cd byl vyrazné ovlivnén, kde byl
zaznamendan az 2-nasobny pokles v délce korent. Pouziti Si, SA, nebo obou latek

mirné pozitivné, ale ne signifikantné, ovlivnilo délku korend.

Nejdelsi koreny byly zaznamenany ve varianté Si. Koreny u variant SA nebo SA+Si

dosahovaly délky podobné kontrolnim rostlinam.
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Obrazek 6: Délka korenti (cm) rostlin pSenice péstovanych v médiu obsahujici Cd

a/nebo Si/SA (n = 20).

Spojeni prvka SA+Si zptisobilo nejdelsi rist nadzemnich ¢asti pSenice. Na druhou
stranu jsme u Cd ve vSech kombinacich zaznamenali mensi vzrist. Pouziti
protektivnich latek Si a SA s médiem obsahujicim Cd nemélo vyrazny pozitivni vliv

na délku vyhonku.
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Obrazek 7: Délka nadzemnich casti (cm) rostlin psSenice péstovanych v médiu

obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 20).

Pridavek Cd do média zpiisobil pokles v akumulaci biomasy kofenl. Samotna
aplikace SA nebo Si neprojevila pozitivni vliv, naopak pii spolupraci protektivnich

latek byla Cerstva hmotnost korenii vyssi. Nejvétsi cerstva hmotnost kofenti byla

namérena u variant SA a Si.
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Obrazek 8: Cerstva hmotnost (FW) kofeni rostlin p3enice (g/rostlina)
péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 20).
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Nejvyssi hodnoty Cerstvé hmotnosti u nadzemnich ¢asti rostlin byly naméreny
u varianty SA. Na druhou stranu nejmensi hodnoty byly u kombinace Si+Cd. O néco
vyssi hodnoty od této varianty byly u Cd. Vtomto pripadé se kladné projevila
spolecna protektivita latek Si a SA, protoZe zde byly nejlepsi vysledky pii plisobeni

Cd.
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Obrazek 9: Cerstva hmotnost (FW) nadzemnich ¢asti rostlin pSenice (g/rostlina)
péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 20).

Velmi nizké hodnoty u hmotnosti suSiny korent rostlin byly naméreny u Cd. Az

trojndsobné vysoké hodnoty od Cd se vyskytly u variant SA+Si, SA+Cd, Si+Cd
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Obrazek 10: Sucha hmotnost (DW) korenti rostlin pSenice (g/rostlina)
péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 20).
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U hmotnosti suSiny nadzemnich casti rostlin meéla velmi nizkou namérenou

latky.

hodnotu varianta s CD. Ostatni varianty nevykazovaly Zddné reakce na protektivni
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Obrazek 11: Suchid hmotnost (DW) nadzemnich ¢asti rostlin pSenice (g/rostlina)

péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 20).
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2.2.2 Chlorofyly a fluorescence

Naméiené hodnoty u chlorofylu rostlin nevykazovaly Zadné signifikantni rozdily.

Pokles v obsahu chlorofylu aib byl zaznamenan u Varianty Cd. Po aplikaci SA nebo

vV

byl naméren u varianty SA+Si+Cd.
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Obrazek 12: Obsah chlorofylu a a chlorofylu b rostlin pSenice (mg/g DW)

péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 6).

Aplikace vSech latek zvySila hodnoty celkovych karotenoidl. Nejvyssi hodnoty

dosahovaly varianty Si a SA+Si.
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Obrazek 13: Obsah celkovych karotenoidi rostlin pSenice (mg/g DW)

péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 6).
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Fluorescence chlorofylu je dynamicky jev, ktery se v pribéhu ¢asu méni na rtizné
hodnoty (Hlizova, 2008). Pomoci fluorescencnich parametri muzZe byt fotosyntéza
popisovana v zavislosti na riiznych podminkach (Rohacek and Bartdk, 1999).
NejbéznéjSim zplsobem méfeni fluorescence chlorofylu je sledovani reakce

ozareni u listl rostlin, které jsou adaptované na tmu (Hlizova, 2008).

Pribéh fotosyntézy pii plisobeni SA+Si+Cd byl negativné ovlivnén. Spojeni
protektivnich latek proti toxickému kovu nemélo Zadny pozitivni vliv na priibéh

fotosyntézy.

Vysledky ale ukazaly, Ze samotné pulsobeni protektivnich latek ve spojeni SA+Cd

a Si+Cd napomahaji k udrzeni normalniho priibéhu fotosyntézy.
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Obrazek 14: Fluorescence rostlin pSenice péstovanych v médiu obsahujici Cd

a/nebo Si/SA (n =10).

2.2.3 Reaktivni formy kysliku

Ve vsSech variantech po piidani Cd do média doslo k vyraznému nartstu obsahu
peroxidu vodiku. Pozitivni protektivni uc¢inek byl pozorovan pti soubéZné aplikaci
SA a Si, kdy se hladina peroxidu mirné snizila. Pfi samotné aplikaci téchto latek
(varianty SA+Cd, Si+Cd) tato protektivni ¢innost nebyla tak efektivni. Pfrekvapivé

nejvyssi hodnoty byly naméreny v pripadé variantu Si+Cd.
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Obrazek 15: Obsah peroxidu vodiku (umol/g DW) v kotfenech rostlin
péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 6).

Obdobné vysledky byly zaznamenany i v ptipadé nadzemnich c¢asti. U kombinace
Si, SA a Cd doSlo u nadzemni casti k nejvétsi tvorbé peroxidu vodiku. Pokud
rostliné pri toxicité napomahala SA, dochazelo k mensi tvorbé peroxidu vodiku,

nez za piitomnosti Si.
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Obrazek 16: Obsah peroxidu vodiku (umol/g DW) v nadzemnich ¢astech

rostlin pSenice péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 6).
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V pripadé plsobeni samotného Cd nebo jeho kombinace v podobé Si+Cd
a Si+SA+Cd byly naméreny nizké hodnoty superoxidu v kotfenech. Na druhou

stranu pri kombinaci SA+Cd byl vyssi vyskyt superoxidu, ktery lze pozorovat

u samotnych latek SA a Si.
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Obrazek 17: Obsah superoxidového radikalu (pg/g DW) v kofenech rostlin
péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 6).

Ve vsech variantech po aplikaci Cd do média doslo k nariistu obsahu superoxidu.
Plisobeni protektivnich latek samotnych nebo v kombinaci doslo k mirnému
sniZen{ ve srovnani s variantou Cd. Samotna aplikace téchto latek snizila (SA, Si),

nebo viibec neovlivnila (SA+Si) jeho obsah.
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Obrazek 18: Obsah superoxidového radikalu (pg/g DW) v nadzemnich castech

rostlin pSenice péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 6).
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2.2.4 Malondialdehyd

Dvojnasobné zvySeni MDA ma za nasledek samotné Cd a kombinace SA+Cd. Ve

variantech Si+Cd a Si+SA+Cd se neprojevil protektivni ucinek.
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Obrazek 19: Obsah malondialdehydu (pmol/g DW) v kofenech rostlin pSenice

péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 6).

Nejvétsi ovlivnéni MDA v nadzemnich ¢astech rostlin mélo Cd. Aplikace SA nebo Si

k Cd nemélo Zadny zasadni vliv na hodnoty MDA. Naopak jejich kombinace se

projevila dvounasobnym poklesem ve srovnani s Cd variantou
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Obrazek 20: Obsah malondialdehydu (umol/g DW) v nadzemnich ¢astech rostlin

pSenice péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA (n = 6).
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2.2.5Prvkova analyza
Kofeny rostlin péstovanych v médiu obsahujici Cd vykazovaly vysoky obsah
kadmia, aZ 157-nasobny riist. Pouziti SA, Si nebo jejich kombinace znacné

redukovala obsah prijatého Cd, Jako nejlepsi se ukazala samotna aplikace SA.
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Obrazek 21: Obsah kadmia (ug/g DW) v kofenech rostlin psSenice péstovanych
v médiu Cd a /nebo Si/SA.

Rostliny péstované v médiu s Cd akumulovaly v nadzemni €asti priblizné stejné
hodnoty Cd ve vSech variantl. Avsak tyto hodnoty jsou v porovnani s kofenovym
systémem vyrazné nizsi, dalo by se Fici, Ze zanedbatelné. Jako nejlepsi protektivum

se opét ukazala SA.
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Obrazek 22: Obsah kadmia (pg/g DW) vnadzemnich castech rostlin pSenice
péstovanych v médiu obsahujici Cd a/nebo Si/SA.
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3 Diskuse

Studium toxicity kadmia a moZnym protektivnim Gc¢inkiim Si a SA se vénuje mnoho
praci. Jen malo experimentl je zamérenych na jejich vzajemné spoluptlisobeni.
V souladu s naSim experimentem, Si nebo SA, zprostiedkuji zmirnéni ristu, coz je
jeden znegativnich aspektl toxicity tézkych kovii. Projevy byly pozorovany u
mnoha rostlinnych druht, napiiklad lilku ¢erném (Solanum nigrum) (Liu at al,,
2013), kukufice (Zea sp.) (Mihalicova et al, 2014) nebo Inu setého (Linum
usitatissimum) (Belkhadit at al., 2010)

Bylo také potvrzeno, Ze pri spoluptlisobeni SA s téZkymi kovy ma rostlina vyssi
hodnoty Cerstvé hmotnosti a suSiny (Liu et al., 2016). Pfi pouZziti varianty SA+Si+Cd
vSak mély rostliny nejvétsi hmotnost. Vyjimkou je pouze susina koreni, kde byly
vysledky s Si+Cd lepsi nez pri plisobeni SA+Cd. Je to diky tomu, Ze rostliny zvysi
prijem kovi na stabilnéjsi frakce (Cunha et al., 2008). Spoluptsobeni SA+Si+Cd
v tomto pripadé mélo pozitivni ucinky. Opacné vysledky byly pozorovany v praci
(Mohsenzadeh et al, 2011), kdy spoluptisobeni SA a Si vykazovalo nejlepsi
hodnoty.

V naSem experimentu obsah chlorofyl nebyl vyrazné negativné ovlivnén uc¢inkem
Cd na rostlinu. Je to pravdépodobné dano tim, Ze se Cd spiSe nachazi v korenové
casti, takZe thylakoidni membrany v chloroplastech nebyly ovlivnény tézkym

kovem.

Z vysledkl fluorescence vychazi, Zze Cd v jakékoliv varianté ovliviiuje fyziologii
rostlin. Nejedna se vSak o Zadné velké zmény. V pripadé SA jsou hodnoty vyssi nez
u Si+Cd. U variantu SA+Si+Cd je namérena nejmensi aktivita fluorescence. Je to
pravdépodobné dano tim, Ze SA podporuje preziti rostliny pti pisobeni stresoru

(Fu and Dong, 2013). Si se ale nepodili na ochrané procesu fluorescence.

U zpracovani vysledkt reaktivnich forem kysliku byly zjevné odlisnosti. U peroxidu
vodiku byl vétsi vyskyt Cd v kofenové casti rostliny neZ u nadzemni casti. Je to
dano tim, Ze se Cd nedostava v takové mire do vysSich ¢asti rostliny (Tlustos et al.,
2006). Presny opak byl ale pozorovan u superoxidu. Ddle z vysledkl vyplyva, Ze

spoluptisobeni SA+Si+Cd ma mensi pozitivni vliv, neZ kdyZz latky SA a Si
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napomahaji samostatné pii stresu rostliny tézkym kovem. U peroxidu vodiku se

pri protektivité vice podilel Si, kdeZto u superoxidu se vice podilela SA.

Vysledky u MDA poukazuji na negativni vliv Cd na vSechny ¢asti rostliny. Je to kvtli
tomu, Ze Cd ovliviiuje nakladani s lipidy, které se nachazeji ve vSech castech
rostliny (Votrubova, 2011). Samostatna ochrana SA nebo Si je nedostatecna. Aby se

rostlina vyporadala se stresem v podobé Cd, potifebuje kombinaci Si+SA+Cd.

Zaver

Cilem bakalafské prace bylo prozkoumat spoluptisobeni kiemiku a kyseliny salicylové
jako protektivnich latek pti pisobeni kadmia. Z vysledkli vySe popsanych experimentil
lze fici, Zze k nejveétsimu ovlivnéni dochéazi v kofenovém systému. Pfi ochrané rostlin
proti pusobeni Cd je vhodné vyuzivat oba dva prvky spolecné. Vyjimkou jsou ale pouze
vysledky MDA u kotenil. Je to ale dano tim, Ze se zde soustfed’uje velké mnoZstvi

lipidi.

U nadzemnich casti ale nelze s urcitosti fict, zda je jejich vyvoj ovlivnén pouze Cd,

nebo zda se zde promitaji nasledky ovlivnéni Cd kofenového systému.
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