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ABSTRAKT

Perzistentni organické polutanty a pesticidy maji na rostliny obecné Skodlivy vliv. Cilem
bakalarské prace bylo sledovat a zhodnotit vliv koncentraci (0,5 mg/l a 5 mg/l)
flurochloridonu a fluorantenu na rostliny okfehku mensiho (Lemna minor L.). Z
morfologického hlediska byly pozorovany zmény vzhledu a rastu rostlin ohiehku. Byl zjistén
znacny vliv flurochloridonu na rostliny. Z fyziologického hlediska byl sledovan vliv na
biologické membrany — méfeni obsahu malonyldialdehydu pomoci spektrofotometrie a vliv
na miru stresu v rostliné — stanoveni kyseliny abscisové pomoci radioimunoanalyzy. Ve
ctvrtém dni kultivace na uvedenych xenobioticich mély vSechny experimentalni varianty
zvysSeny obsah kyseliny abscisové oproti kontrole. Zatimco malonyldialdehyd jako marker
stresu zplsobeného poskozenim lipidit se ménil z hlediska kvantity u jednotlivych variant

nerovnomeérné.

Klicova slova: okiehek mensi, oxidativni stres, perzistentni organické polutanty,

malonyldialdehyd, kyselina abscisova

ABSTRACT

Persistent organic pollutants and pesticides have on plants generally injurious effect. The aim
of this bachelor thesis was monitoring and evaluating the impact of concentrations (0.5 mg / 1
and 5 mg / 1) flurochloridone and fluoranthene on plants of duckweed (Lemna minor L.).
From the morphological view were observed changes of appearance and growth of plants of
duckweed. It was found flurochloridone considerable influence on plants. From the
physiological view, were observed the influence to biological membranes - measurement of
malonyldialdehyde content using spectrophotometry and influence on the degree of stress in
plants - abscisic acid determination by radioimmunoassay. At the 4™ day of cultivation on
these xenobiotic have all experimental variants increased abscisic acid content different from
controls. While malonyldialdehyd as a marker of stress caused damage to lipids varied in

terms of quantity of individual variants unevenly.

Keywords: duckweed, oxidative stress, persistent organic pollutants, malonyldialdehyd,

abscisic acid
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1 UVOD

Organické polutanty primyslové depozice jsou latky, dostavajici se do zivotniho
prostiedi vlivem lidské ¢innosti, a to bud’ cilenou aplikaci rdznych chemickych latek,
nebo neumyslné neopatrnou lidskou cinnosti zapfi¢inénou predevSim unikem z
antropogennich aktivit.

Hlavnim diivodem sledovani obsahu téchto latek v zivotnim prostiedi je Siroké
spektrum prokéazanych toxickych ucinkt téchto latek na vS§echny organismy.

Mezi perzistentni organické polutanty fadime predevsim polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU), polychlorované bifenyly (PCB) a organické pesticidy. Tam fadime
pfedevsim herbicidy, fungicidy a ostatni zooticidy, vétSina znich je karcinogenni,
mutagenni a teratogenni, poskozuji hormondlni systémy, jsou toxické pro vodni
organismy a jedna se téz o latky ohrozujici rozmnozovani - reprotoxické.

Polycyklické aromatické uhlovodiky a polychlorované bifenyly se do ovzdusi a
zivotniho prostiedi dostdvaji nejvice prostfednictvim pramyslového zpracovani,
hotfenim a nedokonalymi spalovacimi procesy. Dalsi zdroje predstavuje vznik sazi a
tmavého koure, koufeni a automobilova doprava, kde tyto latky vyznamné pasobi na
snizeni produkce biomasy, fyziologické a biochemické procesy uvnitf organismu,
ovlivituji obsah fotosynteticky aktivnich latek a zivotaschopnost rostliny az jeji Gplny
uhyn.

Tyto latky nazyvame jako perzistentni, tedy schopné se v rostliné ¢i organismech
kumulovat a zplsobovat tak zpomaleni jejich pfirozenych ZzZivotnich pochodl c¢i
biochemickych a fyziologickych procest. Pesticidy kontaminuji povrchové vody,
naruSuji ekosystémy, u zivo€ichll jsou pfi¢inou nemoci srdce a cév, podili se na
fyziologickych procesi.

Okiehek mens$i (Lemna minor), je malou jednod¢loZznou vodni, na hladiné¢ volné
rostouci rostlinou. Je rozsifeny taktka na vSech vhodnych lokalitich po celém svéte,
vyskytujici se predevsim ve spektru stojatych a pomalu tekoucich vod.

Za ptiznivych podminek je schopen se rychle a efektivné vegetativné rozmnozovat a
vytvorit tak velké mnozstvi biomasy. Proto lze na okifehku dobie pozorovat
morfologické zmény a projevy. Tyto vlastnosti umoznuji jeho pouziti jako vyznamné
modelové rostliny, ¢ehoz lze vyuzit pii testovani ve fyziologii rostlin, biochemii,

toxikologii a dalSich pfibuznych disciplindch. Za pomoci optimalizovanych



ekotoxikologickych biotesti miizeme dojit k pozadovanym vysledkiim a pfistoupit na
patfi¢nd opatieni.

Pokud je modelova rostlina podrobena piisobeni toxickych latek, v naSem piipadé
organickym polutantim primyslové depozice a herbicidim, kdy jejich ucinek je
zaloZzen na extrémnim toxickém zasahu do metabolismu organismu, dochdzi u ni ke
zméné jeji morfologie, ke snizeni produkce biomasy, k produkci stresovych
fytohormoni, tripeptidu glutationu a tetraterpenti. Glutationovy redoxni cyklus, ktery je
tvofen glutationem (GSH) a glutation reduktizou (GR) je pravdépodobné
nejdilezitéjSim bunéénym antioxidacnim systémem. Tetraterpeny, jako jsou
karotenoidy, fadime mezi fotosyntetickd barviva s vyraznymi antioxida¢nimi u¢inky.

Témito mechanismy dochazi k aktivaci antioxidacnich systémi v rostliné a
samotnému projevu antioxidac¢nich odpovédi rostliny, ¢imz se brani oxida¢nimu
poskozeni svych biologicky aktivnich molekul.

V ptipadé, kdy vSechny tyto obranné mechanismy nepostacuji, mize dojit k thynu

rostliny.



2 CiL PRACE

Cilem teoretické casti bakalarské prace bylo zpracovat literarni reSersi vénujici se
antioxidaénim aktivitdm rostlin, roli a funkci glutationu, karotenoidi a stresovych
fytohormonii. Praktickd ¢ast se zaméfuje na sledovani vlivu toxickych latek, v naSem
ptipadé flurochloridonu a fluorantenu na rist a rozmnoZovani rostlin okiehku mensiho.
Ukolem bylo sledovani morfologie rostliny a hodnoceni a méfeni stresovych markert za
pomoci spektrofotometrického stanoveni obsahu malonyldialdehydu, jakozto ukazatele
lipidové peroxidace. Dale pak stanoveni obsahu kyseliny abscisové pomoci
radioimunoanalyzy, kterd indikuje miru stresu u rostliny. Byl sledovan vliv pouzitych

koncentraci toxickych latek na rist a mortalitu rostlin.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Vliv lidské ¢innosti na Zivotni prostredi

Zivotni prosttedi ¢lovéka je ovlivnéno predevsim tim, v jakém stavu se nachazi jeho
hlavni slozky, jedna se o ovzdusi, vodu, ptidu a rizné ekosystémy, tyto slozky jsou vSak
také do znacné miry ovliviiovany cinnosti Clovéka, jehoz zapfi¢inénim byla jiz
pfeménéna asi jedna ctvrtina zemského povrchu (VITOUSEK et al., 1997).

Clovék si uvédomuje dopady svého antropogenniho piisobeni na Zivotni prostiedi a i
pfitom znacné¢ narusuje jeho piirozené slozeni. Nékteré z téchto vlivli neni natolik tézké
omezit, nebo alespon redukovat jejich mnozstvi, v tomto piipad¢ se jedna predevsim o
vypousténi toxickych latek do zivotniho prostfedi, tvorbu skladek, kdy dochdzi k
uvoliovani nebezpecného metanu, chemikalii a Skodlivin do ptidy a podzemnich vod.
Jednd se ale i o produkci sklenikovych plynd, o nadmémé mnozstvi a vyuzivani
dopravnich prostfedkii a osobnich automobili. Ke spalovani fosilnich paliv a
naslednému znecisténi ovzdusi, dochazi predevsim ve velkych spalovacich zatizenich,
jako jsou elektrarny a teplarny, uvolnéné emise se spoji s vodni parou a vrati se zpét
v podobé kyselého desté¢, kdy uz je opét poSkozena funkce ekosystému, Zzivotni
prostiedi je naruSeno a zivotni funkce a zdravi organismi jsou ohrozeny.

Existuje mnoho dalSich mechanismii, kterymi ¢lovék ovliviiuje prostredi, ve kterém
Zije a kdy dochazi ke vzniku nebezpeénych latek. Zivotni prostiedi je silné ohrozovano
¢innostmi jako je napiiklad fizené vypalovani lest, cilené spalovani v kamnech a na
ohnistich, primyslova ¢innost a tézba, vypar z natérd a sprejd, uvolilovani toxickych
plynt a dalsi (FRIEDLANDER 1973).

Zdroje znecisténi zivotniho prostiedi lze rozdé€lit na dvé skupiny — primarni a
sekundarni. Mezi primarni zdroje patfi piimé uvoliiovani polutanti do ovzdusi, to
znamena, ze znecistujici latka je do ovzdusi emitovana piimo ze zdroje, sekundarnimi
zdroji je mysleno to, Ze se polutant uvolnény primarné spoji bud’ s jinym primarnim
polutantem, nebo se spoji s jinymi latkami v atmosféfe pomoci chemické reakce, patii
sem naptiklad ozon a kysely dést’.

Je nutny spravny pfistup a spravné chovani v jakémkoliv prostiedi, jelikoz zivotni
prostiedi, ve kterém se nachdzime, je uvaddéno pravé vlivem cloveéka do soucasného

stavu a to vede k jeho trvalym a nevratnym zménam.
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3.2 Rostliny a toxické latky

Toxicitu definujeme jako vlastnost a schopnost toxické latky poskozovat
organismus. Zavisi na fyzikdln¢ — chemickych vlastnostech této toxické latky, na
zpisobu vstupu latky do organismu a na schopnosti organismu metabolizovat tuto latku

(WANG 1991).

3.2.1 Prijem a akumulace toxickych litek rostlinami

Piijem toxickych latek rostlinami lze srovnat s pfijmem zivin. Rostliny pfijimaji,
preménuji a akumuluji toxické a organické latky pomoci riznych mechanismii
(KUCEROVA et al., 1999). Jedna se o pfimou absorpci kofeny a naslednou translokaci
do rostliny. Rostliny uvoliiuji specifické enzymy, zvySuji mineralizaci v oblasti kofene,
zvySuji absorpci povrchem listli. Nékteré rostliny pfijimaji organické a toxické latky
pfimo z mista vyskytu kontaminace, nékteré¢ latky se kumuluji na povrchu kotfenového
systému a jiné jsou transportovany skrze membrany dale do rostliny (SIMONICH et al.,
1995).

Obsah téchto latek v rostlinném téle vede k pfisunu stresu a ke spusténi fady
slozitych biochemickych, fyziologickych a molekuldrnich procest (SCHINOZAKI a
YAMAGUCHI 2007).

3.3 Organické polutanty prumyslové depozice

Perzistentni organické polutanty jsou toxické latky, které maji schopnost kumulovat
se v organismu, setrvdvat vném podstatné dlouhou dobu beze zmény a postupné
nenavratné posSkozovat jeho pfirozené funkce. Negativné piisobi tyto latky i na Zivotni
prostiedi (JONESA a VOOGT 1999).

Vyskytuji se bud’ jako jedind chemicka latka, nebo jako jejich smés. Tyto latky jsou
velmi odolné vii€i chemickému i1 biochemickému rozkladu a téZz vysoce stabilni, coz
umoznuje jejich snadnéjs$i kolobéh v zivotnim prostiedi. Je prokdzano, ze mnohé

z téchto latek poSkozuji vnitini organy vSech organismt, zpiisobuji reprodukéni poruchy

a narusuji hormonalni rovnovahu (BOONYATUMANOND et al., 2006).
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Existuje mnoho studii potvrzujicich negativni a toxické ucinky téchto latek na

veskeré organismy (VACHA et al., 2008).

3.3.1 Pouziti a ufinky organickych polutanti pramyslové depozice na organismy

Perzistentni organické polutanty délime na tfi zakladni kategorie. Jedna se o
rozdéleni na latky vyrabéné zamérné a pouzivané cilené pro likvidaci nezadoucich
organismi — pesticidy (kam fadime pfedevsim insekticidy k hubeni hmyzu a fungicidy
k hubeni plisni a hub). Na latky vyrabéné zamérné jakozto primyslové chemikalie
Sirokého vyuziti — polychlorované bifenyly (PCB) a hexachlorbenzen (HCB) pouZzivany
v pyrotechnice a pii vyrobé kaucuku a hliniku. Mezi latky vznikajici jako vedlejsi
produkty rGznych spalovacich procesti patfi polycyklické aromatické uhlovodiky
(PAU), které vznikaji jako vedlejsi produkty pfi kazdém bézném spalovacim procesu,
dale pak polychlorované dibenzo-p-dioxiny a polychlorované dibenzofurany. Dioxiny 1
furany mohou vznikat pii spalovani komundlniho odpadu, nemocni¢niho a
nebezpecného odpadu, je mozné je detekovat v emisich automobilové dopravy, ze
spalovani uhli, dfeva a pfi spalovani organickych latek v pfitomnosti chloru a v mnoha
dalSich procesech (JONESA a WOOGT 1999).

Do ovzdusi se perzistentni organické polutanty dostdvaji z primyslovych zdroju,
jako jsou elektrarny, teplarny, spalovny, domaci topenisté, dopravni prostiedky, ale také
pouzivanim zeméd¢lskych postiikil, vypafovanim z vodnich ploch, pudy ¢i skladek. V
ovzduSi se vyskytuji bud’ ve formé par, nebo jsou vazany na povrchu tuhych
prachovych &astic, na zemsky povrch se potom dostavaji ve formé polétavého prachu
nebo s destém. V ovzdusi podléhaji polutanty pomalému rozkladu plsobenim
slune¢niho zafeni, rozpustnost ve vodé je minimalni a jejich setrvani v atmosféte zavisi
potom na tepelnych a reakénich podminkach v daném misté planety, ¢imz je dokézan i
jejich dalkovy transport, jelikoz byly nalezeny v mistech, kde se ani nikdy pfirozené
nevyskytovaly, ani jejich vyskyt neni mozny. Logickd je pak rozpustnost téchto latek
v organickych kapalinach, rostlinnych i syntetickych olejich a palivech (LIU et al.,
2005; MIGUEL et al., 1998)

V pudé jsou tyto latky obsazeny piedevsim po aplikaci pesticidii a poté se do ni
dostavaji suchou i mokrou depozici z atmosféry, dochédzi k jejich usazovéani v plidni
hmoté, predevsim té, ktera je bohatd na humus a k prosakovani do podzemnich vod, kde

setrvavaji az desitky let.
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Rostliny jsou zatézovany perzistentnimi polutanty z pudy skrz kofenovou soustavu.
Z ovzdusi jsou uvolnény skrze spad z postiikovych piipravki. JelikoZ maji rostliny
kutikulu, nebo se mezi nimi vyskytuji olejnaté druhy, akumuluji tyto latky ve svém téle.
Zivotichové se dostanou do styku stémito toxickymi latkami pfi konzumaci
znecisténého krmiva, vodni organismy vstiebavaji polutanty piimo z kontaminovanych
vod. Dochazi i1 k proniknuti do potravniho fetézce. Je dilezité udrzovat tolerovatelnou
hranici a dosdhnout toho, aby nebylo ptekro¢eno mnozstvi uvolnénych perzistentnich
organickych polutanti ve vétsi mife, nez je slucitelné se zivotem, jelikoz i mnozstvi,

ktera jsou jiz piitomna, ohrozuji existenci (VLCEK a POHANKA 2011).

3.4 Herbicidy

Do skupiny pesticidi spadaji herbicidy, které¢ jsou definovany jako jakékoliv
chemické latky, ur€ené k hubeni nebo inhibici rlstu rostlin, které jsou povazovany za
nezéadouci a to predevsim k likvidaci plevelt a invaznich rostlin.
péstovanych plodin. Zaroveni vSak muze mit pfitomnost cizorodych latek v zivotnim
prostiedi zna¢né negativni disledky. Obecné plati, Ze né€které fyzikalné — chemické
vlastnosti pesticidli, pfedev§im rozpustnost ve vodé, lipofilita a tenze par, jsou
spoluodpovédné za miru bio — akumulace, hromadéni v podzemnich zdrojich vod,
zvysSenou migraci anebo naopak sorpci. Nasledkem téchto procesti mize dochéazet nejen
k akutnimu, ale také chronickému pisobeni latek na jedince, populace i celé
ekosystémy, a to i ve velkych vzdalenostech od mist aplikace JANU a LOVECKA
2014).

3.4.1 Flurochloridon

Flurochloridon je chemicka sloucenina ze skupiny pyrrolidinonti, ktery se pouziva
jako aktivni slozka v pfipravcich na ochranu rostlin. Jedna se o selektivni herbicid
patfici k inhibitoriim pythoen desaturazy (PDS inhibitorti), které¢ se uplatiiuji v oblasti
biosyntézy karotenoidli. Flurochloridon se pouzivd proti Sirokolistym plevelim a

nékterym travnatym pleveltm.
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Obr. I Strukturni vzorec flurochloridonu

3.4.2 Fluoranthen

Fluoranthen je chemicka slou€enina patiici mezi perzistentni organické polutanty a
polycyklické aromatické uhlovodiky. Ovliviluje biologické a fyziologické procesy

v rostlindch a v Zivotnim prostiedi jsou nejvice ohrozeny vodni rostliny.

Obr. 2: Strukturni vzorec fluoranthenu
3.4.3 Pouziti, ucinky herbicidi na organismy a jejich rezidua

Existuji herbicidy selektivni, které likviduji uréitou skupinu rostlin, vétSinou
dvoudéloznych plevelti a neposkozuji jiné kulturni plodiny, pfi aplikaci jsou ucinné
latky translokovéany do kotent, stonkii a oddenk, zptisobuji deformaci listi a nasledné
odumira cela rostlina a herbicidy Sirokospektralni neboli totalni, které likviduji vétSinu
porostu na pozemku. Dle zpusobu ucinku herbicidy délime na kontaktni — herbicid
pusobi v mist¢ kontaktu s rostlinnym pletivem a systémové — ucinna latka je
absorbovana rostlinou a posléze rozvadéna xylémem, floémem i do té€ch casti rostliny,
jez nebyly latkou piimo zasazeny. Dle mechanizmu ucinku jsou herbicidy rozdé€leny dle
mezinarodné uznavané klasifikace HRAC (Herbicide Resistance Action Committee),

(COBB a KIRKWOOD 2000).
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Aplikace herbicidll je ovlivnéna nékolika faktory, které mohou znehodnotit nebo
naopak podpofit jejich G€innost, v tomto piipadé se jednd o teplotu, kdy s jeji rostouci
hodnotou vzrista i u¢inek herbicidl, padni vlhkost a piidni druh, obsah humusu v ptdé,
kdy jsou herbicidy pfi stoupajici kvalité téchto vlastnosti ucinngjsi. Dale pak naptiklad
povétrnostni podminky, srazky a intenzita slune¢niho zéafeni se mohou spolupodilet na
ucinnosti herbicidli na dané rostliny.

Kdyz herbicidy dosdhnou tzv. necilové oblasti, mohou zptisobit nepiijatelnou Gjmu
na necilenych druzich a samotnych rostlinach zejména. Vliv herbicidl na floru je tedy

rozhodn¢ vyssi nez na faunu, avSak fauna mize byt taktéz postizena (LEVIN 1998).

3.5 Vliv organickych polutanti primyslové depozice a herbicidi na

rostliny

Rostliny jako dominantni slozky suchozemskych i vodnich ekosystémli maji
schopnost piijimat z prostiedi veskeré skodlivé a toxické latky a umoznovat tak i jejich
vstup do vyssich trofickych trovni.

Mechanismus piijmu organickych a zneciStujicich latek se fidi chemickymi a
fyzikéalnimi vlastnostmi znecist'ujici latky, podminkami prostfedi a rostlinnymi druhy.

Jak jiz bylo zminéno, organické polutanty a herbicidy maji na rostliny obecné
negativni vliv, Casto plisobi toxicky a inhibi¢né, mnohé z nich naruSuji riist, vyvin a
produkéni procesy u rostlin, dochdzi k ovlivnéni procesti fotosyntézy a k poSkozeni
fotosyntetickych struktur uvnitf rostliny, k blokovani aktivity enzymi a inaktivaci
redoxnich systémil. Vyvolavaji stresovou odpovéd’, kdy je rostlina nucena se vici témto
latkdm branit a negativné ovliviiuji riist a vyvoj. Napiiklad z plyni nachazejicich se
v ovzdusi jsou pro rostliny nebezpecné piedevsim oxid sifi€ity a ozon, v piidé se pak
mohou nachazet toxické kovy, aromatické organické latky, rezidua pesticidi a mnohé
dalsi. Obsah téchto toxickych latek v prostiedi je spojen pfevazné s jiz uvedenou
prumyslovou a zemédélskou ¢innosti cloveéka, jako je spalovani fosilnich paliv, ndhodné
uniky nebezpecnych latek do atmosféry, pouzivani primyslovych hnojiv a aplikaci
pesticidli. Antropogennim plisobenim se tak do Zivotniho prostiedi dostavaji latky, které
se diive v pfirod¢é nevyskytovaly, obecné nazyvany synonymem také jako xenobiotika

(SIMONICH et al., 1995).
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3.6 Abioticky stres u rostlin

Proménlivé podminky, kterym rostliny musi v prib&hu svého zivota ¢elit, zptisobuji
piedevsim zpomaleni jejich Zivotnich funkci, poskozuji jejich organy a dokonce mohou
zpusobit jejich uhyn. Jako stresové faktory tzv. stresory lze oznacit veSkeré nepiiznivé
vlivy vnéjSiho prostredi, které rostliny urCitym zplsobem do jist¢ miry ovliviji.
Termin stres je pouzivan pro souhrnné oznaceni procesu, ve kterém se rostlina nachazi
pod vlivem stresorti. Stres je velmi téZko definovatelnym procesem, kterym rostliny
prochéazeji, jednd se o dynamicky komplex mnoha slozitych odpovédi na plisobeni
stresorti (PITERKOVA et al., 2005).

Stresové faktory jsou rozd€leny na biotické - atak patogeni, negativni plisobeni
okolnich organismu a starnuti, a pro tuto praci vyznamnéjsi abiotické faktory, kam patii
obecné pusobeni herbicidl, pfiliSnd intenzita svétla, teplo a chlad, plisobeni mrazu a
sucha, té¢zkych kovi a ozonu (FAROOQ et al., 2009).

Odborng jsou stresové faktory rozdéleny na fyzikalni abiotické faktory, kam fadime
hlavné mechanické plisobeni vétru, nadmérné ozareni a extrémni teploty, a chemické
abiotické faktory, kam patii pfedevS§im nedostatek vody a kysliku, nedostatek zivin a
nadbytek iontl soli a sodiku v pidé, toxické kovy a organické latky v pad¢, a toxické
plyny ve vzduchu (PITERKOVA et al., 2005).

Abiotické stresory jsou v podstaté vSechny nezivé faktory ptitomné v okoli rostlin,
které mohou negativné nebo dokonce Skodliveé ovlivnit rist a produktivitu rostlin.

Pro rostliny, které jsou vystaveny stresu, je typické, ze bojuji o své preziti, snazi se
stresoriim prizpusobit a vytvorit s nim urcitou souhru. Je spusténa signaliza¢ni kaskada
— pfijem stresového signalu, jeho zesilovani a pfenos a nakonec spusténi reakce na stres.

Ptenos stresového signalu neboli signélni transdukce, vychdzi z aktivace receptoru,
poté jsou generovani sekundarni poslové, kteti prekladaji primarni externi signaly na
signaly intercelularni. Tito poslové za spolupiisobeni svych partnerti vytvaii na sebe
navazujici cesty, asociuji signalni komplexy, signdlni molekuly a kontroluji jejich
zivotnost, dochazi k aktivaci transkripénich faktord a tim k expresi genil stresové
odpovédi. Jednodus$e feceno, tzv. signalni transdukce je delikdtnim procesem, kdy za
spolupiisobeni transkripcnich faktord, fosfoproteind a na stres reagujicich genti dochazi

k pfesnému a optimdlnimu spuSténi ochrany rostlin pfed poskozenim. Signalni

17



transdukce je dtlezitd pro mnoho bunécnych aktivit a jejich koordinaci a vétSina téchto

krokd je velmi slozitda (SCANDALIOS 1990).

3.7 Antioxidac¢ni aktivity u rostlin, antioxida¢ni systém v odpovédi na

oxidativni stres

Pisobeni stresovych faktorh mtize vyvolat u rostlin oxidativni stres, ktery je
charakteristicky prudkou piechodnou tvorbou velkého mnozstvi aktivnich forem
kysliku (XU a PORTER 2014).

Oxidativni stres muzeme definovat jako proces piekonani antioxidacni obrany
buniky volnymi kyslikovymi radikaly, nastdva pii poruSeni rovnovahy mezi tvorbou
radikald a jejich odstranéni pomoci antioxidantii. Volné radikaly jsou velmi reaktivni
c¢astice a vznikaji elektronové symetrickym homolytickym St€penim, radikalové reakce
se skladaji ze tii ¢asti — iniciace, propagace a terminace (DING et al. 2005). Radikaly
ptisobi destruktivné zejména na nukleové kyseliny, lipidy a proteiny (DIZDAROGLU a
JARUGA 2012). Volné radikaly miZzeme podle pivodu rozdélit na endogenni, které
jsou produkované v organizmu, a exogenni, které se do organizmu dostavaji ze zevniho
prostiedi (ZHOU a GREENBERG 2014). Pfi nedostatecné obran¢ mtize vést tento stres
k poskozeni a vyskytu mutaci, proteolyze, ¢i inhibici proteosyntézy. Organizmus musi
tedy Celit oxidativnimu poSkozeni svych bio-molekul tzv. antioxidativni ochranou. (XU
a PORTER 2014).

V riiznych systémech, které jsou lokalizovany v bunéénych strukturdch, organismy
pro svoji ochranu pied oxidativnim poskozenim aktivuji enzymatické a neenzymatické
systémy, které tzv. ,,zhasinaji* volné kyslikové radikaly neboli aktivni formy kysliku.
Neenzymaticka ochrana zahrnuje redukovany glutation, kyselinu askorbovou, tokoferol
(vitamin E), B-karoten (provitamin A) a jiné slouceniny, enzymatickd ochrana pak
zahrnuje specializované enzymy, jako jsou superoxidové dismutasy, katalasy,
peroxidasy, glutation reduktdzy a enzymy askorbat-glutathionového cyklu (XU a
PORTER 2014; BRUGGEMANN et al., 1999; ALSCHER et al., 2002; VRANOVA et
al., 2002; SHALATA et al., 2001).

Zdrojem aktivnich forem kysliku mtizou byt i redoxni reakce jako je napft. redukce
kysliku v pribéhu elektronového transportu v mitochondriich nebo fotolyza vody

chloroplastovym elektronovym transportnim fetézcem. Produkce singletového kysliku
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nasledn¢ stimuluje vznik dalSich aktivnich forem kysliku, tj. peroxidu vodiku,

superoxidového nebo hydroxylového radikalu (KELLY et al., 2002).

3.7.1 Lipidova peroxidace

Rostliny maji vyvinutou spoustu obrannych mechanismu slouzicich k zabranovani
priniku patogenti a toxickych latek do svych pletiv. Pokud dojde k rozpoznani tohoto
patogenu, snaZzi se rostliny pfed témito vlivy branit a omezit jejich ptisobeni, Sifeni a
vliv na rostlinnd pletiva. Tato obranna reakce vSak vede Casto k odumieni pletiva
(n€kdy muze vzniknout rezistence vuc¢i patogenu). Soucasti této obranné reakce je
zvySena tvorba aktivnich forem kysliku, které jsou zodpovédné za peroxidaci mastnych
kyselin lipidd v bunéénych membrandch tzv. peroxidaci lipidd. Jako produkt
metabolismu vznika degradacni produkt lipidové peroxidace malonyldialdehyd (MDA),
jehoz ptisobeni na lipidové membrany ma nezvratny poSkozujici vliv vedouci az k lyze

bunék (CHEESEMAN 1993).

3.8 Glutation

Vyskytuje se v buiikach rostlin, Zivo€ichii, hub i bakterii a ptisobi pfedevsim jako
ucinny antioxidant, coz znamend, ze jeho funkci je tlumeni kyslikovych radikali a
jejich neutralizace, svoji aktivitou téz zabranuje poskozeni dulezitych slozek v buiice
(MEISTER 1988). Glutation ma vyznamnou roli v zivoté a funkci bunky, z toho
vyplyvda, Ze snizeni hladiny glutationu (GSH) vede k oxidativnhimu stresu, poruse
bunéénych funkei a mize zptsobit vznik patologickych stavii nebo starnuti a hynuti
(WEBBER et al., 2014).

Glutation se z chemického hlediska fadi mezi tripeptid, ktery se sklada z kyseliny
glutamové, cysteinu a glycinu a v organismu se miize vyskytovat ve dvou forméach —
oxidované (GSSG) a redukované (GSH), (ASENSI et al., 1999; TAVERNE et al., 2013;
WEN et al., 2005). Redukovana forma glutationu obsahuje thiolovou skupinu cysteinu,
ktera je schopna pifedat redukcéni ekvivalent na jiné nestabilni molekuly, jako jsou
naptiklad reaktivni formy kysliku, tim se glutation stava reaktivni a rychle reaguje
s jinym glutationem za vzniku disulfidu glutationu (GSSG), jednou oxidovany glutation
muze byt zpétné redukovan enzymem glutation reduktazou, za pouziti NADPH, jako

donoru elektronti. Za normalnich fyziologickych podminek se glutation v buiice nachazi
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v redukované formé (GSH) a méné¢ ve forme disulfidové. ZvySeni poméru GSSG/GSH
(naptiklad v dtsledku inaktivace glutation reduktazy), je povazovano za indikétor
oxidativniho stresu (WEN et al., 2005). GSH se ucastni mnoha bunéénych reakci,
zachycuje volné radikaly a dalsi reaktivni formy kysliku (hydroxylovy radikal a peroxid
vodiku) pfimo a nepfimo prosttednictvim enzymatickych reakci (WU et al., 2004).

Glutation je zaroven prevladajicim nizkomolekuldrnim thiolem v bunikach. Vétsina
celularntho GSH (85-90 %) je pfitomna v mnoha organelach (vCetné mitochondrii,
jaderné matrix a peroxizomu), extracelularni koncentrace GSH jsou relativné nizké.
GSH se snadno oxiduje na neenzymaticky glutation disulfid (GSSG), ktery se uvoliuje
z bunck a pfispiva k ztraté intracelularntho GSH. Koncentrace buné¢né¢ho GSSG jsou
redukovany zfetelné¢ vreakci na podvyzivu z bilkovin, oxida¢nim stresem a
patologickymi stavy. GSH + 2 [GSSG] koncentrace obvykle oznacuji celkovy glutation
v bunikkach. Pomér [GSH]:[GSSG] je casto vyuzivany jako indikator bunééného
redoxniho stavu. Syntéza GSH z glutamatu, cysteinu a glycinu je katalyzovana postupné
dvéma enzymy v cytosolu, a to y-glutamyl cystein syntetazou (GCS) a GSH syntetazou.
V reakci GCS, y-karboxylova skupina glutamatu reaguje s aminoskupinou cysteinu za
vzniku peptidové y-vazby, kterd chrani GSH pied hydrolyzou intracelularnich peptidaz
(WEBBER et al.; 2014, SIES 1999).

3.9 Rostlinné fytohormony

Rostlinné hormony jsou definovany jako bioaktivni nativni molekuly ¢i latky, které
ve velmi malé koncentraci zpiisobuji fyziologickou odpovéd’. Mohou pisobit pfimo v
misté své syntézy, nebo mohou byt po syntéze v jedné Casti rostliny transportovany do
¢asti jiné. Jejich ucinek je stimulujici 1 inhibujici (ARMSTRONG et al., 1996).

Pfirozené reguldtory rastu jsou rozdéleny na dveé skupiny latek — rostlinné
fytohormony a dalsi latky s regulaéni aktivitou. Existuje nékolik skupin endogennich
rustovych regulatort, které jsou syntetizovany v rostlindch, povazovanych za rostlinné
fytohormony, jsou to auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova, ethylen,
brassinosteroidy, polyaminy, kyselina jasmonova, oligosachariny a fenolické latky.

Mechanismus pusobeni je podminény receptorem pro dany hormon, hormon je
navazan na receptor bilkovinné povahy, umistény bud’ na membrané nebo v cytosolu.

Signal hormonu muze byt pienesen pomoci sekundarnich posli, vaze se na
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v cytoplazmé rozpustény receptor, nasleduje proniknuti do jadra a zména genové

exprese (PODLESAKOVA et al., 2012).

3.9.1 Kyselina abscisova (ABA)

Obr. 3: Strukturni vzorec kyseliny abscisové

Jedna se o seskviterpenoid (izoprenoidni slouc¢eninu s 15 cykly uhliku) fazenou mezi
fytohormony, neboli endogenni riistové regulatory, které jsou €¢inné ve velmi nizkych
koncentracich. Kyselina abscisovd (ABA) ma své pevné misto v procesech, které
umoziuji rostlindm pfizptisobit se podminkam prostfedi. (NAMBARA a MARION-
POLL 2005).

Vyznam ABA se méni béhem Zzivotnich fazi rostlin a li§i se u jednotlivych
rostlinnych druhti. Hlavni fyziologické t¢inky ABA jsou maturace embrya bc¢hem
vyvoje semen a plodd, indukce tvorby a akumulace zasobnich proteinti béhem zrani
semen, regulace dormance semen, ploda, hliz, cibuli a pupenii (zabranéni pired¢asného
kliceni ¢i raSeni), urychleni starnuti a stimulace opadu plodi a listl, regulace heterofylie
u nékterych vodnich rostlin, regulace dlouzivého ristu, inhibice rstu listl, regulace
vodniho rezimu rostlin prostfednictvim uzavirdni priducht a regulace odpovédi na
stresové faktory.

Pti nedostatku vody vyvold uzavieni prtiduchii a mimo to zvysi hydraulickou
vodivost kofend. (PODLESAKOVA et al., 2012).

Nejvice ABA se tvoii v dormantnich organech, ale i v mladych, rychle rostoucich
pletivech. (ANDRADE et al., 2009)

ABA se tvofi v bunkach obsahujicich chloroplasty ¢i amyloplasty tj. v zelenych
¢astech rostlin, ale i v kofenovych Spickach (ZEEVART 1980).
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3.10 Karotenoidy

Tyto organické lipofilni latky s vyraznymi antioxida¢nimi Gc¢inky jsou fazeny mezi
tetraterpeny.  Patii také mezi fotosynteticky aktivni pigmenty a vyskytuji se
v rostlinném téle ve dvou formach a to jako karoteny a xantofyly.

Karotenoidy odstranuji volné radikaly a velmi rychle odstraniuji singletovy kyslik.
Vznikajici excitovany tripletovy stav karotenoidii se velmi snadno vraci do zékladniho
stavu za uvolnéni tepla. B-karoten se podili na odstranéni radikalti produkovanych
b&hem propagaéniho stupné reakce (PEREZ — VENDEREL et al., 2001).

Vlastnosti karotenoidd jsou odvozeny od jejich struktury, kterd spoc¢iva v obsahu a
pfitomnosti konjugovanych vazeb (YOUNG a LOWE 2001). Dochazi k tvorbé
delokalizovanych systémii elektronii, které jsou nachylné k napadeni radikalem, tato
mista jsou radikaly napadany nejCastéji a potom Stépeny. Karotenoidy mohou zachytit
energii, pomoci které ,,rozvibruji“ svoji molekulu a vyzafi tuto energii ve formé tepla.
Tim je umoznéno absorbovat energii excitovanych molekul, jako jsou singletovy kyslik,
i excitovany chlorofyl a zabranit tak poskozeni proteinti, nukleovych kyselin ¢i

fotosyntetického aparatu (EDGE et al., 1999). Dochazi k tvorbé tzv. karotenoidovych

radikalt (WELLBURN 1994).
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3.11 Biologie a fyziologie oki‘ehku mens$iho (Lemna minor L.)

Okiehek mensi je mald vodni rostlina s plochymi listy a jemnymi, tenkymi kofeny,

zdravé kolonie je tvorena z 2 — 5 listki, kvéty obvykle nejsou vyvinuty.

Obr. 4: Okirehek mensi (Lemna minor L.)

Taxonomicky je Lemna minor, tedy okiehek mensi fazen mezi jednodé€lozné,
krytosemenné rostliny, patfici do fadu zabnikotvarych (Alismatales) a do celedi
aronovitych (4raceae) rostlin. Okiehek pokryva predevsim plochy stojatych vod, slouzi
napiiklad i jako potrava pro ryby a vodni ptactvo. Za pfiznivych podminek tvoii
kompaktni porosty, skrz které neprochazi svétlo, nepronika kyslik a dochazi ke zhorSeni
kvality vody (MKANDAWIRE a DUDEL 2005).

Okiehek obvykle roste ve stojatych nebo pomalu tekoucich a zivinami obohacenych
vodach tropickych a mirnych pasem. Jejich rstové podminky zahrnuji teploty
pohybujici se v rozmezi 6 - 33°C a Sirokém rozmezi pH s optiméalnim rtstem mezi pH
55a7,5

Na rozdil od vétSiny na zemi rostoucich a vodnich krytosemennych rostlin, se
Lemna spp. reprodukuje témét vyhradné nepohlavné, navzdory tomu, ze se vyskytuji
ojedinéle kvetouci rostliny, jsou témer vSechny prostfedky vyuzity na vegetativni rust.
Anatomicky, jsou rozptylené jednotky znamé jako véjitovity list, ktery se sklada z listka
a kotfenové soustavy. Z fylogenetického hlediska, jsou Lemna spp. na evoluéni cesté
sekundéarniho zjednoduseni, byvalé komplexni a vysoce diferencované cévnaté rostliny
(LES et al., 2002).

Okiehek Ize také zatadit mezi hydrofyty, coz jsou vytrvalé vodni rostliny, jejichz
obnovovaci meristémy a organy pietrvavaji neptiznivé ro¢ni obdobi ponotfené ve vode,

nebo pod jeji hladinou, okfehek mensi patii konkrétné mezi tzv. splyvavé hydrofyty,
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coZ jsou rostliny, které vétSinou splyvaji na hladin€ ¢i mélce pod hladinou, poptipad¢ se

vznéseji ¢i na vodé plavou.

3.12 Oki‘ehek mensi (Lemna minor L.) jako modelova rostlina

Nékteré druhy Lemna spp. maji vynikajici vlastnosti, diky kterym se da okiehek
vyuzit jako modelova rostlina. Jedna se predevSim o rychly rast a primarni produkci,
vysokou bioakumula¢ni schopnost, schopnost transformace ¢i degradace znecistujicich
latek, schopnost regulace chemickych reakci (MKANDAWIRE a DUDEL 2007). Jejich
relativné jednoducha anatomickéd a fyziologickd struktura md védecky a inZenyrsky
vyznam. Tyto vlastnosti umoznuji snadnou manipulaci za laboratornich podminek. V
dasledku toho, Ze jsou povazovany za vzorového zastupce vyssich rostlin - pro fadu
chemickych a biogeochemickych studii zahrnujicich regulaci prvku asimilace u vyssich
rostlin. Krom¢ fytoremediac¢nich studii a pouziti, Lemna spp. patii mezi nejvice
standardizované zkuSebni organismy ve vodni ekotoxikologii (EPA 1996, DIN 2000,
ISO 2001, OECD 2002). Mala velikost okiehku, jeho jednoduchd morfologie a rychly
rust déla okiehek velmi vhodnou rostlinou pro zkousky toxicity (OECD 2002). Pouziva
se také pfi CiSténi odpadnich vod, k odstranéni mineralnich a organickych chemikalii a

radionuklidu.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Kultivace rostlinného materialu

Rostliny okfehku mensiho byly kultivovany v riistové komote, pfi denni a nocni
teploté v rozmezi 19-21 °C, pti fotoperiod¢ 14 hodin svétla a 10 hodin tmy.

Rostliny byly umistény v cernych kultiva¢nich nadobach o objemu jeden litr se
Steinbergovym mediem, ur¢enym pro kultivaci okiehku, slouZiciho pro testy toxicity
(MKANDAWIRE a DUDEL 2007). Okiehek byl kazdych 21 dnii subkultivovan za
sterilnich podminek v laminarnim boxu do nové piipraveného média, za ucelem

udrzovani rostlin a pro zaloZzeni nového pokusu.

4.1.1 SloZeni kultiva¢niho Steinbergova média

e zasobni roztok I — KNOs (17,50 g/l), K;HPO4 (4,50 g/1), KH,PO4 (0,63 g/1)
e zasobni roztok I1 — MgSO, . 7 H,O (5 g/1)
e zasobni roztok III — Ca(NO3), . 4 H,O (14,75 g/1)

e zasobni roztok IV — H3;BO;3 (120 g/l), MnCl, . 4 H20 (180 g/1), Na,MoOy . 2
H,O (44 g/1), ZnSO4. 7 H,O (180 g/l)
e zasobni roztok V — FeCl; . 6 H,O (760 g/1), Na,EDTA (1500 g/l)

4.1.2 Srovnavaci test pro stanoveni 50% letality

Test na stanoveni 50% letality tzv. LTsy byl proveden pomoci koncentra¢niho
screeningu a bylo vybirdno z koncentraci 0,1; 0,2; 0,5; 1 a 5 mg/l flurochloridonu a
fluorantenu. Na zdklad¢ koncentra¢ni fady bylo odvozeno, které dvé zkoncentraci
budou pouzity do experimentu a lze z nich urcit mortalitu u vice nez 50 % rostlin

okiehku.
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4.1.3 Varianty experimentu

Experiment byl zaloZen na rostlindich Lemna minor v prostfedi zatiZzeném
fluoranthenem (FLT) a flurochloridonem (FLU). Koncentrace fluoranthenu i
flurochloridonu se vyskytovala ve dvou variantach (0,5 a 5 mg/l). Soucasti experimentu
byla kontrola, kterd byla provedena za stejnych podminek a se stejnymi rostlinami
okfehku mensiho uchovavanymi ve Steinbergové mediu bez ptitomnosti fluoranthenu a
flurochloridonu.

Pozorovani byla provadéna na rostlinach, které pokryvaly hladinu media. Kazda
koncentrace méla dvé paralelni méfeni (pfiCemZz prvni méfeni slouzilo k urceni
ristovych parametri a druhé méteni bylo vyuZzito k morfologickému hodnoceni). Dale

byla obé méteni vyuzita pro fotodokumentaci.

4.1.4 Odbéry vzorki

Délka trvani experimentu byla 10 dni. Odbéry vzorki byly provadény za sterilnich
podminek v laminarnim boxu, po 10 a 24 hodinach a po 4 a 10 dnech od zalozZeni
pokusu. Vzorky byly odebrany pro stanoveni obsahu kyseliny abscisové (ABA) pomoci
RIA analyzy a malonyldialdehydu (MDA) pomoci spektrofotometrie. Dynamika
fyziologickych a morfologickych zmén v pribéhu desetidenni kultivace ve dvou vyse
uvedenych koncentracich FLT a FLU vedla k posouzeni miry stresu rostlin okfehku

mensiho.

4.2 Morfologické hodnoceni

U rostlin okfehku, které byly kultivovany ve Steinbergovém mediu s jednotlivymi
koncentracemi FLT a FLU, byl pozorovan rlst poctu rostlin. Byla hodnocena

morfologie rostlin, ke které¢ byla potizena v pribéhu experimentu fotodokumentace.

4.2.1 Pozorovani poctu rostlin

Za 10 a 24 hodin nebyl pozorovan znatelny rist rostlin. V pribéhu 4. a 10. dne od

zalozeni pokusu byla provedena fotodokumentace, slouzici pro stanoveni poctu rostlin.
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Z fotodokumentace byl stanoven pocet rostlin Lemna minor v jednotlivych

koncentracich.

4.2.2 Viabilita rostlin

Viabilita rostlin byla hodnocena po 10 dnech kultivace od zalozeni samotného
experimentu. Prostfednictvim fotodokumentace a vyhodnocenim byly ur€eny rostliny,

se schopnosti tvorby chlorofylu jako viabilni a byl stanoven jejich procenticky podil.

4.3 Sledovani stresovych markerii a jejich kvantifikace

4.3.1 Spektrofotometrie

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zafeni pouze urcitych
vinovych délek. Je to dano tim, Ze mohou existovat v urcitych kvantovych stavech,
které¢ se 1iSi obsahem energie. Jestlize ma molekula ptejit ze stavu s nizsi energii do
stavu s energii vysSi, musi molekula absorbovat zafeni o frekvenci, ktera praveé
odpovida rozdilu energie mezi energetickymi hladinami obou kvantovych stavii podle
Planckovy podminky. Energeticky nejnaro¢néjsi jsou prechody mezi elektronovymi
energetickymi hladinami. Bézn¢ jsou zpiisobeny absorpci ultrafialového (180 — 380 nm)
a viditelného zareni (380 — 780 nm). Absorpci zafeni lze méfit na pfistrojich, které
nazyvame absorpcni spektrometry. Pfi absorpénim méfeni se pro nastavenou vinovou
délku porovnava tok zafeni prosly mérnou kyvetou s tokem zéfeni proslym kyvetou

s ¢istym rozpoustédlem nebo slepym pokusem (blankem).

4.3.1.1 Stanoveni lipidové peroxidace

Stanoveni lipidové peroxidace bylo provedeno dle GAO et al. (2009).

Postup stanoveni malonyldialdehydu:

1. navazeni 0,1 — 0,2 g rostlinného materidlu, smichani s 0,1% TCA, homogenizace
2. centrifugace 10 min pti 3600 g

3. odebrani 1 — 2 ml supernatantu, smichani s 1 —2 ml 0,67% TBA

4

. vareni na 100°C po dobu 30 min
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5. zchlazeni na pokojovou teplotu

6. centrifugace 5 min pii 1800 g

7. méfeni na spektrofotometru SPECTRONIC 20 GENESIS pfi vlnovych délkach
450, 532 a 600 nm

4.3.2 Radioimunoanalyza

Radioimunoanalyza (RIA) je imunochemicka analytickd metoda zalozena na
principu kompetitivni reakce stanovované latky a adekvatniho radioligandu o vazebna
mista specifické protilatky. Kvantitativni vyhodnoceni reakce je zaloZeno na detekci
radioaktivity.

Principem této imunochemické reakce je specifickd reakce zalozena na kompetici
haptenu (stanovovany analyt - Ag) a znaceného haptenu (radioindikator - Ag°) o
vazebna mista specifické protilatky - Ab.

zakladni schéma reakce: Ag + Ag° + Ab  <«g-Ab + Ag°-Ab

Kompetice (soutéz) obou haptent o vazebnd mista protilatky je docileno ptitomnosti
omezené¢ho mnozstvi protilatky. Vysledkem reakce je vznik dvou komplext antigen-
protilaitka a to s neznaCenym a znaCenym haptenem, pficemz mnozstvi znaceného
komplexu je neptimo umérné ptivodnimu mnozstvi stanovovaného haptenu (tzn., Ze ¢im
je vyssi koncentrace analytu ve stanovovaném vzorku, tim mensi mnoZzstvi zna¢eného
komplexu [Ag®-Ab] pfi reakci vznikne). Pti praktickém provadéni této metody se do
vSech reak¢nich zkumavek naddvkuje konstantni mnozstvi specifické protilatky Ab
(resp. antiséra) a znaCen¢ho haptenu Ag°, pficemz jeho mnozstvi je vEtsi, nez je
vazebna kapacita protilatky. Dalsi reakéni slozkou je neznaceny hapten Ag, ktery je
ur¢ovanou latkou a jehoz mnozstvi v reakéni smési se méni v zavislosti na jeho obsahu
v analyzovaném vzorku. Stabilita podminek je obvykle zajistovana pitidavkem
vhodného reakéniho pufru. Vzhledem k nedostateénému mnoZzstvi vazebnych mist
zustavaji v reakéni smési rovnéz obé formy antigenu i ve volné podobé (tj. v komplexu
nevazané). Celkova radioaktivita, ktera je do reakce dodana [T], se tak béhem reakce
rozdéli do dvou frakci - vazané [B] a volné [F], pficemz plati, ze T=B+F. Jestlize
béhem separace dojde k rozd€leni obou frakei, je moZzno na zakladé zméteni
radioaktivity jedné z nich analyzu kvantitativné vyhodnotit. Nutnou podminkou je
ovSem sestrojeni kalibra¢ni zéavislosti na zakladé analyzy skupiny vzorkli (obvykly

pocet 5-6 standardi) s deklarovanou koncentraci stanovovaného analytu. Kalibra¢ni
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kiivka se sestroji jako zavislost zmétené radioaktivity na koncentraci, tzn., Ze na osu X
je vynaSena koncentrace standardi, na osu y pak odpovidajici hodnoty zmétené odezvy
(obvyklym odezvovym parametrem je radioaktivita vazané frakce B nebo pomér B/T
popi. B/F, Casto se pouziva rovnéz pomér B/B,, kde se hodnotou B, rozumi
radioaktivita standardu s nulovou koncentraci analytu).

Na zédkladé zjisténi odezvového parametru nezndmého vzorku je potom mozné

odectenim z kalibracni zavislosti urcit koncentraci analytu.

4.3.2.1 RIA analyza

Stanoveni obsahu kyseliny abscisové pomoci radioimunoanalyzy bylo provedeno
dle QUARRIE et al. (1988) s pouzitim monoklonalni protilatky MAC 252 nevykazujici
ktizové reakce (BARRIEU A SIMONNEAU 2000).

Postup radioimunoanalyzy:

1. pfiprava standardl, vzorkd, pfiprava By (minimdlni vazba), By (maximalni
vazba)

pridani 100 pl *H-ABA (znacen4 kyselina abscisovd)

piidani 100 pl protilatky MAC 62 a 200 pl 50% roztoku PbS

inkubace v lednici pti 4°C po dobu 45min

pridani 500 pl 100% roztoku (NH4)2SO4

inkubace pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut

10 min centrifugace pii 6000 ota¢kach/ minuta a odsati supernatantu odsavackou

pridani 1 ml 50% roztoku (NH4),SO4

o ® N v bk wDN

roztiepani sedimentu na vortexu

10. centrifugace 5 min a odsati supernatantu odsavackou
11. ptidani 100 pl destilované vody

12. roztfepani sedimentu na tiepacce

13. pfidani 1 ml dioxanového scintilatoru

14. vloZeni do méticich ampuli

15. méfeni na piistroji PACKARD TRIKARB 2900 TR
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni 50% uhynu rostlin

Screening péti uvedenych koncentraci 0,1; 0,2; 0,5; 1 a 5 mg/l flurochloridonu a
fluorantenu poukdzal na nutnost interpolace hodnot 50% thynu rostlin okfehku, nebot’
k nému dochazelo az pii vysSich koncentracich 1 a 5 mg/l a to mnohem diive u
flurochloridonu v Sestém nebo sedmém dni kultivace oproti fluorantenu, kde k tak
vysokému uhynu dochazelo az po 14-ti dnech kultivace. Z tohoto divodu nejsou
uvedena cetna data tohoto experimentu a pro pokus byla vybrana pro kazdou pouzitou

latku nejvyssi koncentrace z testovanych a dale koncentrace 10ti nasobné nizsi.

Tabulka 1: Screening koncentraci FLT a FLU

mg/l

dny 2 5 7 10 14

FLT 0,1 100 100 100 100 95
FLT 0,2 100 100 100 100 94
FLT 0,5 100 100 99 98 92
FLT 1 100 95 95 94 85
FLT S5 100 98 96 95 85
FLU 0,1 100 100 97 80 60
FLU 0,2 100 98 94 75 50
FLU 0,5 95 90 75 60 40
FLU 1 95 85 72 56 35
FLU 5 91 84 50 10 0
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5.2 Hodnoceni morfologie rostlin

5.2.1 Vzhled rostlin

Obr. 5: Fotodokumentace experimentu po 4 dnech kultivace znazornéna na fotografii
pro jednotlivé varianty zlutymi pismeny (4 — kontrola, B — flurochloridon 0,5 mg/l, C —
Sflurochloridon 5 mg/l, D — fluoranten 0,5 mg/l, E — fluoranten 5 mg/l)

Kontrolni rostliny okiehku narostly typicky elipsovitého tvaru, zelené a bez
vyraznych zmén pigmentace a obsahu chlorofylu (obr. 6 a 7; c¢). U rostlin, které rostly
na médiu s obsahem flurochloridonu 0,5 mg/1 se jiz po 4 dnech projevila zfetelnd zména
pigmentace, snizeni obsahu chlorofylu a svétla az bild barva listové plochy. U rostlin,
které rostly na médiu s obsahem flurochloridonu 5 mg/1 se po 4 dnech objevily skvrny a
trhliny v listové ploSe a mirné Zloutnuti. V piipad¢ koncentraci flurochloridonu 0,5 a 5
mg/l doslo k vyraznému poklesu tvorby chlorofylu.

U rostlin rostoucich na médiu s koncentraci fluorantenu 0,5 mg/l a 5 mg/l se
neobjevily tak zna¢né projevy ve zménach pigmentace a listy nebyly vyrazné

poskozeny.
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Obr. 6: Morfologie okiehku mensiho po 4 dnech riistu na médiu s pridanim
Sflurochloridonu (@ koncentrace 0,5 mg/l FLU; b koncentrace 5 mg/l FLU; C

kontrola)

Obr. 7: Morfologie hodnoceni okiehku mensiho po 4 dnech riistu na médiu s pridanim

fluorantenu (a koncentrace 0,5 mg/l FLT: b koncentrace 5 mg/l FLT; C kontrola)
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obr. 8: Fotodokumentace experimentu po 10 dnech kultivace znazornéna na fotografii
pro jednotlive varianty zlutymi pismeny (A — kontrola, B — flurochloridon 0,5 mg/I, C —
flurochloridon 5 mg/l, D — fluoranten 0,5 mg/l, E — fluoranten 5 mg/l)

Po 10 dnech pozorovani byly kontrolni rostliny okiehku typického elipsovitého
tvaru, zelené a bez vyraznych zmén pigmentace (obr. 9 a 10, ¢). U rostlin, které rostly
na médiu s obsahem flurochloridonu 0,5 mg/l se po 10 dnech projevovala zfetelnd
zména pigmentace a svétld az bild barva listové plochy i1 nadale a rdst rostlin se
snizoval. Rostliny, které rostly na médiu s obsahem flurochloridonu 5 mg/l nemély po
10 dnech kultivace chlorofyl, objevily se bilé skvrny na listech a jejich rist byl nulovy.

V ptipadé koncentraci fluorantenu 0,5 a 5 mg/l doslo k vyraznému poklesu tvorby
chlorofylu a ke Zloutnuti listi okfehku. Rist rostlin byl zvlast€¢ u koncentrace

fluorantenu 0,5 mg/1 vyssi nez u koncentrace 5 mg/l.
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Obr. 9: Morfologie hodnocent okiehku mensiho po 10 dnech riistu na médiu s pridanim

Sflurochloridonu (a koncentrace 0,5 mg/l FLU; b koncentrace 5 mg/l FLU; C kontrola)

Obr. 10: Morfologie hodnoceni okiehku mensiho po 10 dnech riistu na médiu
s pridanim fluorantenu (a koncentrace 0,5 mg/l FLT: b koncentrace 5 mg/l FLT; C

kontrola)
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5.3 Hodnoceni rastu rostlin

Byla hodnocena viabilita rostlin v procentech po 10 a 24 hodinéch a po 4 a 10 dnech
a pocet vSech rostlin, které rostly na vSech variantach od 10 hodin do 10. dne.

Kontrolni rostliny po celou dobu experimentu neprojevily zddnou morfologickou
deformaci ani mortalitu a rostliny rostly od prvniho métfeni po 10 hodinach az do
posledniho méteni po 10 dnech. Kontrolni rostliny zvysily sviij rast o ptiblizné 70 % po
4 dnechao 26,6 % po 10 dnech.

U koncentrace flurochloridonu 0,5 mg/l rostliny zacaly rast az po 24 hod a 4. den
méteni byl jejich nartst 23,6 %, po 10 dnech 36,6 %. Mortalita je 5,51 % po 4 dnech,
po 10 dnech rostliny ztratily schopnost tvofit chlorofyl uplné¢ a mortalita byla 100 %. U
koncentrace flurochloridonu 5 mg/1 rostliny zacaly rtst po 24 hod a 4. den méfeni byl
rust piiblizné 22,6 %, po 10 dnech vSak rostliny ztratily svoji schopnost tvofit chlorofyl
a jejich nartist byl témét nulovy. Mortalita byla 27,88 % po 4 dnech a 100 % po 10
dnech.

U koncentrace fluorantenu 0,5 mg/l rostliny zacaly rtist po 24 hod a nartst po 4
dnech byl 23,6 %, po 10 dnech ptiblizné 58,6 %. Mortalita po 4 dnech je asi 2,55 % a
po 10 dnech 1,03 %. U koncentrace fluorantenu 5 mg/1 rostliny rostly az po 24 hod a po
4 dnech byl narast asi 16,3 %, po 10 dnech piiblizné 45 %. Po 4 dnech byla mortalita
nulova, po 10 dnech 10,45 %.
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Graf 1: Zavislost poctu rostlin na case
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Z grafu C. 1. je patrné, ze béhem 10 a 24 hodin nedoslo u zadné z variant ke zvySeni,
ani ke snizeni ristu rostlin okfehku. Po 4 dnech kultivace na Steinbergové médiu se
poCet kontrolnich rostlin okfehku zafal zvySovat. Na médiu s pfidavkem
flurochloridonu rostly rostliny po 4 dnech v ptipad¢ koncentrace 0,5 mg/l, i kdyz po 10
dnech rostly a zvySovaly svlj rust, ztratily schopnost tvofit chlorofyl. V ptipadé
koncentrace flurochloridon 5 mg/1 byl po 4 dnech vyrazny pokles rastu rostlin a po 10
dnech jiz nebyly rostliny viabilni.

Na médiu s pfidavkem fluorantenu byl rist rostlin patrny po 4 1 10 dnech a rostliny
vyrazn¢ zvysSovaly svij rust. Obé dvé koncentrace zplsobuji minimalni mortalitu,
v ptipad¢ koncentrace 5 mg/l jsou rostliny méné Zivotaschopné a ztraceji mirné

schopnost tvoftit chlorofyl, coZ se projevuje Zloutnutim.
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Graf 2: Zavislost poctu viabilnich rostlin na case

Graf ¢. 2. zobrazuje procentudlni zastoupeni viabilnich rostlin okfehku. Zteteln¢ 1ze
pozorovat souvisly riist kontrolnich rostlin a pokles, az Gplné zastaveni rustu rostlin na
médiu s koncentracemi flurochloridonu 0,5 i 5 mg/l. Pozorovatelné je i nepatrné snizeni

rustu rostlin na médiu s koncentraci fluorantenu 5 mg/I1.
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5.4 Hodnoceni sledovani stresovych markeru a jejich kvantifikace

5.4.1 Lipidova peroxidace
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Graf 3: Zavislost koncentrace MDA na case (chybové usecky zobrazuji stiedni
chybu)

Tvorba malonyldialdehydu jakozto produktu lipidové peroxidace, vypovidd o
poskozeni membran v buiikach a jeho obsah se zvysuje s vyraznym zvySenim stresu u
rostliny.

Kontrolni rostliny vykazuji produkci malonyldialdehydu béhem 10 a 24 hod, avsak
v rozmezi 24 hodin a 4 dntli se obsah vyrazné zvysil. Od 4. dne do 10. dne poklesl obsah
malonyldialdehydu v rostlinach okiehku.

V ptipad¢ koncentrace flurochloridonu 0,5 mg/1 se d4 konstatovat, ze v rozmezi 10 a
24 hodin byla produkce malonyldialdehydu nizké a zvySovat se zacala az od 24 hodin
do 4. dne. Od 4. dne do 10. dne byl pak opét zaznamenan pokles jako u kontrolnich
rostlin a v pfipad¢ flurochloridonu 5 mg/l se produkce malonyldialdehydu snizovala jiz
po 24 hodin, jelikoZ rostliny vykazovaly mortalitu a neschopnost tvorby chlorofylu.

V ptipad¢ koncentrace fluorantenu 0,5 mg/l byl zaznamenan nejvyssi nartist béhem
24 hod a 4. dne. Od 4. dne do 10. dne opét obsah malonyldialdehydu klesal jako u
ostatnich variant. Rostliny rostouci na médiu s fluorantenem 5 mg/l se chovaji

obdobné.
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5.4.2 Radioimunoanalyza kvantifikace kyseliny abscisové
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Graf 4. Zavislost koncentrace ABA na case (chybové usecky zobrazuji stiedni chybu)

Obsah kyseliny abscisové byl zjistovan pomoci radioimunoanalyzy, jejiz obsah
upozoriiuje na miru stresu a vyvolava v rostlin€ stresovou odpovéd’.

Kontrolni rostliny tvofi kyselinu abscisovou podle své aktualni potieby a podle
okolnich stresorti, které¢ se vyskytuji témét vzdy. VysSi hodnoty obsahu ABA
v rostlindch okiehku byly detekovany na zacatku experimentu. Vyrazny pokles byl
zaznamenan ve 24. hodiné experimentu, do 4. dne a naopak vyrazny vzestup od 4. dne
do 10. dne experimentu. Statisticky prikazné rozdily ve zvySeni obsahu ABA po
pusobeni FLU a FLT byly detekovany 4. den kultivace. Po 10 dnech kultivace rostlin
okiehku na flurochloridonu 0,5 mg/l je obsah ABA po celou dobu vys$i nez u
kontrolnich rostlin, coz znaci pfitomnost karotenoidii v bunikach i kdyz obsahuji jejich
snizené mnozstvi, je ABA stéle schopna se z nich syntetizovat a upozoriiovat rostlinu na
pusobici stres. Opét je zaznamenan nejvyssi pokles od 24 hodin do 4. dne a nejvyssi
nartist od 4. dne do 10. dne. U koncentrace flurochloridonu 5 mg/l je pokles ABA
znacny. K tomuto poklesu zac¢alo dochéazet po 24 hodinach kultivace a mnozstvi ABA
stale vyrazné klesalo. V piipad¢ koncentrace fluorantenu a jeho ptsobeni na rostliny se
pti kultivaci na médiu s koncentraci 0,5 mg/l rostliny projevovaly po celou dobu trvani

experimentu od 24 hodin do 10. dne stejné a obsah ABA byl pfitomen stale ve stejném
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mnozstvi. Pii kultivaci na mediu s koncentraci fluorantenu 5 mg/l byl zaznamenan

pokles od 24 hodin do 4. dne a vzestup od 4. dne do 10. dne.
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6 DISKUZE

Veskera perzistentni xenobiotika maji na rostliny vyznamny vliv z hlediska
ovlivnéni jejich ristu a produkce. Vyznamné se to projevuje u vodnich rostlin. Citlivou
rostlinou je okiehek mensi, asto pouzivany v testech fytotoxicity. (MKANDAWIRE a
DUDEL 2007).

Ve své bakalafské praci jsem studovala ucinek flurochloridonu a fluorantenu ve
dvou koncentracich (0,5 a 5 mg/l) na rust, vitalitu a markery stresu (ABA) a poskozeni
(MDA). Co se tyka morfologického 1 fyziologického hodnoceni rostlin okiehku,
existuje vice studii zaméfenych na zkoumani vlivu tézkych kovi. LAHIVE et al. (2011)
ve své praci poukazuje na vyuziti rostlin z ¢eledi Lemnaceae, jakozto rostlin potiebnych
pro testovani toxicity pesticidi a jinych chemickych latek, zvlasté pak zkoumal toxicitu
zinku a tézkych kovli na vybrané druhy rostlin z Celedi Lemnaceae 1 jiné rostlinné
druhy. RAZINGER et al. (2008) ve své praci pfiblizil toxicitu kadmia na rostliny
okifehku, kde pozoroval jeho vyraznou bioakumulaci a postupné snizovani poctu rostlin
pii zvySeni koncentrace kadmia. V mém experimentu bylo mozné sledovat souvisly rtst
kontrolnich rostlin a pokles az Uplné zastaveni ridstu rostlin na kultivatnim médiu
s pfidanim flurochloridonu o koncentraci 0,5 a 5 mg/1.

V experimentu moji bakalaiské prace byly pouzity pravé toxické latky, které jsou
uvoliovany do zivotniho prostiedi ¢innosti ¢lovéka. Flurochloridon je pouzivany jako
aktivni slozka pfipravkii na ochranu rostlin (soucast herbicidi). SUEDEL et al. (1993)
konstatoval, ze v CR je potvrzen nejvice se vyskytujicim perzistentnim xenobiotikem
fluoranten a téZ ma vyrazny vliv na morfologické i fyziologické vlastnosti rostlin,
zvlaste pak vodnich. FAIRCHILD et al. (1997) porovnaval relativni citlivost fasy
Selenastrum capricornutum a Lemna minor vici Sestnacti rGznym herbicidim. Bylo
zjisténo, ze Lemna minor je citlivéjsi k herbicidim ze skupiny herbicidi na bazi
sulfonylmocoviny, kam fadime metsulfuron a chlorsulfuron. Dle jeho studie je nutné
sledovat obsah téchto latek v herbicidech a zajistit jejich pfisun do rostliny v unosné
mife.

Ve své bakalaiské praci jsem sledovala i produkci malonyldialdehydu u
stresovanych rostlin okiehku, coZ zna¢i miru poSkozeni membran v buice. Ukazalo se,
ze rostliny rostouci na médiu s ptidavkem flurochloridonu 0,5 mg/l, fluorantenu 0,5
mg/l i 5 mg/l produkovaly nejvice MDA v rozmezi 24 hodin az 4 dnt a poté se jeho

produkce snizovala, to znamend, ze rostliny byly nejvice stresovany pravé v tomto
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casovém rozmezi experimentu. V piipad¢ koncentrace fluorantenu 5 mg/l se produkce
MDA snizovala od 24 hodin po celou dobu experimentu. Lze usoudit, Ze fluoranten
rostliny oktehku nestresuje tolik jako flurochloridon, v pfipadé koncentrace fluorantenu
5 mg/l jsou rostliny stresovany nejméng.

RAZINGERA et al. (2008) svoji studii zjistil 1 to, Ze pii zvySeném obsahu kadmia
dochazi ke zvySeni peroxidace lipidd a tim k produkci MDA a k oslabeni celkové
antioxida¢ni obrany.

RADICA et al. (2010) studoval uc¢inek hliniku a zinku na rostliny okiehku a to ve
smyslu zjistit, jaka je antioxidac¢ni odpovéd’ v ramci obou zatizeni témito kovy. Déle
pak meéfil obsah naristu superoxiddismutdz a peroxiddz znalicich proces lipidové
peroxidace. Vysledky jeho studie poukazuji na indukci oxida¢niho stresu v piipadé
pusobeni hliniku a zinku na regulaci antioxida¢ni obrany okiehku. Byla také prokazana
vy$si toxicita zinku, nez hliniku.

Studiem obsahu médi a kadmia a jeho piisobeni na okiehek se zabyval HOUA et al.
(2007), kdy zkoumal zmény obsahu rozpustnych proteinti, fotosyntetickych pigmentt a
aktivitu antioxida¢nich enzymu. Vysledky ukazaly, Ze vyssi koncentrace tézkych kovl

(10 mg/l) mze mit vliv na rozpad antioxida¢niho systému okiehku.
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7 ZAVER

Xenobiotika jsou pro veskeré rostlinné organismy cizorodé chemické latky, které
nejsou vytvafeny pfirozenymi ptirodnimi procesy a jsou tedy v rostlinném téle cizi.
Jedna se predevsim o produkty chemického primyslu a jiné odpadni latky, které
vznikaji antropogenni ¢innosti.

Pesticidy, jejichZ soucasti je studovany flurochloridon, jsou pouZzivany za tcelem
ochrany polnich plodin a jejich lepsi vyuzitelnosti, omezuji ztraty vzniklé plisobenim
Sktidcti a nezaddouci ptisobeni mikroorganismil.. Mezi perzistentni organické polutanty
spadd studovany fluoranten. I tato latka ma schopnost negativné ovliviiovat rostlinu,
kumulovat se vni a poskozovat jeji pletiva, pfirozené funkce a vyvolavat stresovou
reakci.

Cilem prace bylo sledovat na rostlinach okiehku mensiho (Lemna minor L.), které
maji vlastnosti modelovych rostlin, stresovou odezvu prostfednictvim zmény rastu a
viability rostlin, produkce malonyldialdehydu a zmén endogennich hladin kyseliny

absicové.

Z vysledkii morfologického hodnoceni Ize konstatovat:

e kontrolni rostliny okiehku byly po celou dobu experimentu zelené, typického
tvaru a bez vyraznych zmén pigmentace

e flurochloridon o koncentraci 0,5 mg/l i 5 mg/l ma vliv na vzhled rostlin
okiehku, listy byly zbarveny bile

e koncentrace flurochloridonu 5 mg/l mé na rostliny degenerativni vliv a hubi
je, rostliny nejsou viabilni jiz po 4 dnech kultivace

e koncentrace fluorantenu 0,5 mg/l a 5 mg/l nema na rostliny tak vyrazny vliv

jako flurochloridon, rostliny rostou, pouze mirn¢ zloutnou

Z vysledkti zmén stresovych markerti 1ze konstatovat:
e z méfeni obsahu malonyldialdehydu Ize usoudit, ze jeho nejvyssi produkce
se vyrazn¢ zvysila u vSech variant od 24 hodin a 4 dnii experimentu
e 0d 4. dne do 10. dne byl pozorovan pokles obsahu malonyldialdehydu
e endogenni hladina ABA se pohybovala u kontrolnich rostlin, flurochloridonu
0,5 mg/1 a fluorantenu 5 mg/1 t¢émét ve stejném mnozstvi

e 0d 10 do 24 hodin endogenni ABA klesala u vSech rostlin
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e jako marker stresu vystoupila endogenni hladina ABA ve 4. dni pozorovani,
kdy rostliny vSech stresovanych variant mély vyssi obsah ABA nez kontrolni

rostliny

43



8 POUZITA LITERATURA

1.

ALSCHER R. G., ERTURK N., HEATH L. S. (2002): Role of superoxid
dismutases (SODs) in controlling oxidative stress plants. J. Exp. Bot. 53 (372):
1331- 1341. ISSN 1460-2431.

. ANDRADE, A., VIGLIOCCO, A., ALEMANQO, S., ALVAREZ, D., ABDALA,

G. (2009): Differential accumulation of abscisic acid and its catabolites in
drought-sensitive and drought-tolerant sunflower seeds. Seed Sci. Res. 19: 201-

211. ISSN 1475-2735.

. ARMSTRON G. A., HEARST J. A. (1996): Carotenoids: Genetics and

molecular biology of carotenoid pigment biosynthesis. FASEB J 10 (2): 228-37.
ISSN 1530-6860.

ASENSI M. SASTRE J., PALLARDO F. V. (1999): Ratio of reduced to
oxidized glutathione as indicator of oxidative stress status and DNA damage.

Meth. Enzymol. 299: 267-276. ISSN 0076-6879.

BARRIEU P., SIMONNEAU T. (2000): The monoclonal antibody MAC 252
does not react with the (-) enantiomer of abscisic acid. J. Exp. Bot. 51 (343):
305-307. ISSN 1460-2431.

BOONYATUMANOND, R., WATTAYAKORN, G., TOGO, A., TAKADA, H.
(2006): Distribution and origins of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in

riverine, estuarine, and marine sediments in Thailand. Mar. Poll. Bull. 52: 942-

956. ISSN 0025-326X.

BRUGGEMANN W., BEYEL V., BRODKA M., POTH H., WEIL M.,
STOCKHAUS J. (1999): Antioxidants and antioxidative enzymes in wild type

and transgenic Lycopersicon genotypes of diffrent chilling tolerance. Plant Sci.

140: 145 — 154. ISSN 0168-9452.

44



10.

11.

12.

13.

14.

15.

COBB A. H., KIRKWOOD R. C. (2000): Herbicides and thein mechanisms of
action. Sheffield Academic Press. s. 295. ISBN 1-84127-109-8.

DING, W., HUDSON L. G., LIU K. J. (2005): Inorganic arsenic compounds
cause oxidative damage to DNA and protein by inducing ROS and RNS
generation in human keratinocytes. Mol. Cell. Biochem. 279 (1-2): 105-112.
ISSN 1573-4919.

DIZDAROGLU, M., JARUGA J. (2012): Mechanisms of free radical-induced
damage to DNA. Free Rad. Res. 46 (4): 382-419. ISSN 1029-2470.

EDGE R., TRUSCOTT T. G. (1999): Carotenoid radicals and the interaction of
carotenoids with active oxygen species. Adv. Photosynth. Resp. 8: 223-234.
ISSN 1573-5079.

FAIRCHILD J. F., RUESSLER D. S., HAVERLAND P. S., CARLSON A. R.
(1997): Comparative Sensitivity of Selenastrum capricornutum and Lemna
minor to Sixteen Herbicides. Arch. Environ. Contamin. Tox. 32 (4): 353-357.
ISSN 1432-0703.

FAROOQ M., WAHID A., KOBAYASHI N., FUJITA D., BASRA S. M. A.
(2009): Plant drought stress: Effects, mechanisms and management. J. Sustain.

Agric. 1: 153 — 188. ISSN 1540-7578.

FRIEDLANDER S. K. (1973): Chemical element balances and identification of
air pollution sources. Environ. Sci. Technol. 7 (3): 235-240. ISSN 0013-936X.

GAO C., HU J., ZHANG Y. Z., KNAPP A. (2009): Association of polyamines

in govering the chilling sensitivity of maize genotypes. Plant Growth Regul. 57:
31-38. ISSN 0167- 6903.

45



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

HOUA W., CHENB X., SONGC Q., WANGD Q., CHANGE CH. CH. (2007):
Effects of copper and cadmium on heavy metal polluted waterbody restoration
by duckweed (Lemna minor). Plant Physiol. Biochem. 45 (1): 62 — 69. ISSN
0981-9428.

CHEESEMAN K. H., (1993): Mechanisms and effects of lipid peroxidation.
Molec. Aspects Med. 14: 191-197. ISSN 0098-2997.

JANU P., LOVECKA P. (2014): Toxikologick4 rizika herbicidti bromoxynilu a
ioxynilu. Chem. Listy. 108: 141-147. ISSN 1213-7103.

JONESA K. C., VOOGT DE P. (1999): Persistent organic pollutants (POPs):
state of the science. Environ. Poll. 100 (1-3): 209-221. ISSN 0143-148X.

KELLY, B. S., ANTHOLINE W. E., GRIFFITH O. W. (2002): Escherichia coli

gamma-glutamylcysteine synthetase - Two active site metal ions affect substrate

and inhibitor binding. J. Biol. Chem. 277 (1): 50-58. ISSN 1083-351X.

KUCEROVA P., MACKOVA M., MACEK T. (1999): Perspektivy
fytoremediace pii odstrafiovani organickych polutantli a xenobiotik z Zivotniho

prosttedi. Chem. Listy. 26: 19-26. ISSN 1213-7103.

LAHIVE E., HALLORAN J. O., JANSEN M. A. K. (2011): Differential
sensitivity of four Lemnaceae species to zinc sulphate. Environ. Exp. Bot. 71

(1): 25-33. ISSN 0098-8472.
LES H. D., J. CRAWFORD D., LANDOLT E., GABEL J. D., KIMBALL T. R.
(2002): Phylogeny and systematics of Lemnaceae, the duckweed family. Sys.

Bot. 27 (2): 221-240. ISSN 1548-2324.

LEVIN S. A. (1998): Ecosystems and the biosphere as complex adaptive
systeme. Ecosystems 1 (5): 431-436. ISSN 1432-9840.

46



25.LIU, C. Q., ZHANG, G, LI, X. D., LI J., PENG, X. D., QI, S. H. (2005):
Sedimentary record of polycyclic aromatic hydrocarbons in a sediment core
from the Pearl River Estuary, South China. Mar. Poll. Bull. 51: 912 —921. ISSN
0025-326X.

26. MEISTER, A. (1988): Glutathione metabolism and its selective modification.
J.of Biol. Chem. 263 (33): 17205-17208. ISSN 1083-351X.

27.MIGUEL, A. H., KIRCHSTETTER, T. W., HARLEY, R., HERING, S. V.
(1998): On-road rmissions of particulate polycyclic aromatic hydrocarbons and

black carbon from gasoline and diesel vehicles. Environ. Sci. Technol. 32: 450 —

455. ISSN 1520-5851.

28. MKANDAWIRE, M., DUDEL, E. G. (2007): Are Lemna spp. effective
phytoremediation agents?. Biorem. Biodiv. Bioavail. 1: 56-71. ISSN 1749-0596.

29. NAMBARA, E., MARION-POLL, A. (2005): Abscisic acid biosynthesis and
catabolism. Annu. Rev. Plant Biol. 56: 165—185. ISSN 1040-2519.

30.PEREZ — VENDRELL A. M., HERNANDEZ J. M., LAURADO L.,
SCHIERLE J., BRUFAU J. (2001): Influence of source and ratio of xanthophyll
pigments on broiler chicken pigmentation and performance. Poult. Sci. 80 (3):

320- 326. ISSN 0032-5791.

31. PITERKOVA J., TOMANKOVA K., LUHOVA L., PETRIVALSKY M., PEC
P. (2005): Oxidativni stres: lokalizace tvorby aktivnich forem kysliku a jejich
degradace v rostlinném organismu. Chem. Listy 99: 455 —466. ISSN 1213-7103.

32. PODLESAKOVA K., TARKOWSKA D., PENCIK A., OKLESTKOVA 7.,

TURECKOVA V., FLOKOVA K., TARKOWSKI P. (2012): Nové trendy
v analyze fytohormont. Chem. Listy. 106: 373 —379. ISSN 1213-7103.

47



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

QUARRIE, S.A., WHITFORD, P.N., APPLEFORD, N.E.J., WANG, T.L.,
COOK, S.K., HENSON, L.E., LOVEYS, B.R. (1988): A monoclonal antibody
to (s)-abscisic acid: its characterization and use in a radioimmunoassay for
measuring abscisic acid in crude extracts of cereal and lupin leaves. Planta 183,

330-339. ISSN 0032-0935.

RADICA S., BABICA M., SKOBICB D., ROJEC V., PEVALEK-KOZLINAA
B. (2010): Ecotoxicological effects of aluminum and zinc on growth and
antioxidants in Lemna minor L. Ecotoxicol. Environ. Saf. 73 (3): 336-342. ISSN
0147-6513.

RAZINGERA J.,, DERMASTIAB M., KOCEC J. D., ZRIMECA A. (2008):
Oxidative stress in duckweed (Lemna minor L.) caused by short-term cadmium

exposure. Environ. Poll. 153 (3): 687-694. ISSN 0143-148X.

SCANDALIOS J. G. (2008): Response of plant antioxidant defense genes to
environmental stress. Adv. Genet. 28: 1-41. ISSN 0065-2660.

SHALATA A., MITTOVA V., VOLOKITA M., GUY M., TAL M. (2001):
Response of the cultivated tomato and its wild salt-tolerant relative
Lycopersicon pennellii to salt-dependent oxidative stress: The root antioxidative

system. Physiol. Plant. 112: 487 — 494. ISSN 0031-9317.
SHINOZAKI K., SHINOZAKI — YAMAGUCHI (2007): Gene networks
involved in drought stress response and tolerance. J. Exp. Bot. 58 (2): 221-227.

ISSN 1460-2431.

SIES, H. (1999): Glutathione and its role in cellular functions. Free Rad. Biol.
Med. 27 (9-10): 916-921. ISSN 0891-5849.

SIMONICH S. L., HITES R. A. (1995): Organic Pollutant Accumulation in
Vegetation. Environ. Sci. Technol. 29 (12): 2905-2914. ISSN 1520-5851.

48



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

SUEDEL B. C., RODGERS J. H., CLIFFORD, P. A. (1993): Bioavailability of
fluoranthene in freshwater sediment toxicity tests. Environ. Toxic. Chem..

12:155 -165. ISSN 1552-8618.

TAVERNE, Y., BOGERS J. C., DUNCKER J. D., MERKUS D. (2013):
Reactive oxygen species and the cardiovascular system. Oxidative medicine and

cellular longevity. Med. Cell. Longevity. 2013: 1-15. ISSN 1942-0994.

VACHA R., CECHMAKOVA J., HAVELKOVA M., HORVATHOVA V.,
SKALA J. (2008): Possibilities of some methods for risk assessment of arsenic

load in soils. Chem. Listy. 102: 279-287. ISSN 1213-7103.

VITOUSEK P. M., MOONEY H. A., LUBCHENCO J., MELILLO J. M.
(1997): Human domination of earth's ecosystems. Science. 277 (5325): 494-499.
ISSN 0036-8075.

VLCEK V., POHANKA M. (2011): Environmentalni aspekty uZiti
organofosforovych a karbamatovych pesticidi schvalenych k uZiti v Ceské

republice. Chem. Listy. 105: 908-912. ISSN 1213-7103.

VRANOVA E., INZE D., VAN BREUSEGEM F. (2002): Signal transduction
during oxidative stress. J. Exp. Bot. 53 (372): 1227 — 1236. ISSN 1460-2431.

WANG W. (1991): Literature review on higher plants for toxicity testing. Water
Air Soil Poll. 59 (3-4): 1-46. ISSN 0049-6979.

WEBBER V., DUTRA S. V., SPINELLI F. R., MARCON A. R., CARNIELI G.
J., VANDERLINDE R (2014): Effect of glutathione addition in sparkling wine.
Food Chem. 159: 391-398. ISSN 0308-8146.

WELLBURN A. R. (1994): The spectral determination of chlorophyll a and
chlorophyll b as well as total carotenoids, using various solvents with
spectrophotometers of different resolution. J. Plant Physiol. 144: 307 — 313.
ISSN 0176-1617.

49



50.

51.

52.

53.

54.

55.

WEN, S. H., ZHANG T., TAN T. W. (2005): Optimization of the amino acid
composition in glutathione fermentation. Process Biochem. 40 (11): 3474-3479.
ISSN 0032-9592.

WU, G. Y. (2004): Glutathione metabolism and its implications for health. J.
Nutr. 134 (3): 489-492. ISSN: 0022-3166.

XU, L. B.,, PORTER N. A. (2014): Reactivities and products of free radical
oxidation of cholestadienols. J. Am. Chem. Soc. 136 (14): 5443-5450. ISSN
1520-5126.

YOUNG A. J.,, LOWE M. G. (2001): Antioxidant and prooxidant properties of
carotenoids. Arch. Biochem. Biophys. 385 (1): 20-27. ISSN 1096-0384.

ZEEVART, J. A. D. (1980): Changes in the levels of abscisic acid and its
metabolites in excised leaf nlades of Xanthium strumarium during and after

water stress. Plant Physiol. 66: 672-678. ISSN 1532-2548.

ZHOU, C., GREENBERG M. M. (2014): DNA damage by histone radicals in
nucleosome core particles. J. Am. Chem. Soc. 136 (18): 6562. ISSN 1520-5126.

50



9 SEZNAM OBRAZKU A GRAFU

Obr. 1: Strukturni vzorec fIuroCRIOTIAONU ..............cccoueeceiiieeiiicieeeeie ettt tee e sve e ree e eveesvee s 15
Obr. 2: Strukturni vzorec fIUOFVANIAEIU. ...............c.oeeceieeereeeeieeeieeseteeeeteesteeesveesseessaaeessseesseeesseesnsees 15
Obr. 3: Strukturni vzorec kySeliny ADSCISOVE ...........cccueeuiicieiieiiese ettt ettt neees 21
Obr. 4: Okiehek mensi (Lemna MIROF L.) ...........ccueeceieeeuiiiciiieieeeeiee e eetee e esvee e sve e eveaeseveesanee s 23

Obr. 5: Fotodokumentace experimentu po 4 dnech kultivace znazornéna na fotografii pro
Jjednotlive varianty Zlutymi pismeny (A — kontrola, B — flurochloridon 0,5 mg/l, C —
Sflurochloridon 5 mg/l, D — fluoranten 0,5 mg/l, E — fluoranten 5 mg/l) ...........ccccocevevvivvinenvencniennnn. 31
Obr. 6: Morfologie okiehku mensiho po 4 dnech ristu na médiu s pridanim flurochloridonu (a
koncentrace 0,5 mg/l FLU; b koncentrace 5 mg/l FLU,; € kORtrola ) ..........ccccevveeveeieviniiesiaaianeanne, 32
Obr. 7: Morfologie hodnoceni okiehku mensiho po 4 dnech ristu na médiu s pridanim
Sfluorantenu (a koncentrace 0,5 mg/l FLT; b koncentrace 5 mg/l FLT; c kontrola )............................ 32
obr. 8: Fotodokumentace experimentu po 10 dnech kultivace zndzornéna na fotografii pro

Jjednotlivée varianty Zlutymi pismeny (A — kontrola, B — flurochloridon 0,5 mg/l, C —

Sflurochloridon 5 mg/l, D — fluoranten 0,5 mg/l, E — fluoranten 5 mg/l) ...........ccccocevevivcinenvcnicniennnn. 33
Obr. 9: Morfologie hodnoceni okiehku mensitho po 10 dnech ristu na médiu s pridanim

Sflurochloridonu (a koncentrace 0,5 mg/l FLU; b koncentrace 5 mg/l FLU, ¢ kontrola)..................... 34
Obr. 10: Morfologie hodnoceni okiehku mensiho po 10 dnech ristu na médiu s pridanim

Sfluorantenu (a koncentrace 0,5 mg/l FLT; b koncentrace 5 mg/l FLT; c kontrola )................cucue..... 34
Graf 1: ZavisIOSt POCTU FOSHIR TUA CASE ......vevuvveeieeeeiiesieeseesresreesieesteeseesstesssesssesnseeseesaessaesssesssesssenns 35
Graf 2: Zavislost poctu viabilnich rOStlN B CASE ............ccevceeeieiiiecieeeecieste et esee e seesvesseens 36
Graf 3: Zavislost koncentrace MDA na case (chybové usecky zobrazuji stiedni chybuy ...................... 37
Graf 4: Zavislost koncentrace ABA na case (chybové usecky zobrazuji stredni chybuy) ........................ 38

51



10 SEZNAM TABULEK
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11 SEZNAM ZKRATEK

ABA - kyselina abscisova

DIN - Deutsche Industrie Norm

EPA - Environmental Protection Act

FLT - fluoranten

FLU - flurochloridon

FW - fresh weight

GCS - cystein syntetaza

GSH - redukovana forma glutationu

GSSG - oxidovana forma glutationu

HCB - hexachlorbenzen

HRAC - Herbicide Resistence Action Comittee

ISO - International Organization for Standardization
MDA - malonyldialdehyd

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovany
OECD - Organization for Economic Cooperation and Development
PAU - polycyklické aromatické uhlovodiky

PCB - polychlorované bifenyly

PDS - pythoen desaturaza

RIA - radioimunoanalyza

TBA - kyselina thiobarbiturova

TCA - kyselina trichloroctova
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