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Abstrakt

Arzén sa radi medzi tazké polokovy. V Zivotnom prostredi sa nachadza v malom mnoistve
prirodzene. Ludskou ¢innostou sa mnoZstvo arzénu v péde neustale zvySuje. ZvySujuca sa
kontamindcia pody arzénom sposobuje zavainé zdravotné problémy zvieratdam aj fudom.
Nemalé problémy spdsobuje svojou toxicitou aj rastlinam. Arzén negativne ovplyviiuje celu
radu procesov v rastlinnom tele ako napriklad oxidativny stres, metabolizmus délezitych
makromolekdl. Medzi najviac zasiahnuté fyziologické procesy patri fotosyntéza. Uzko
spojené s fotosyntézou su rastové vlastnosti rastlin. Pre negativne vplyvy na mnohé
biochemické, fyziologické a morfologické procesy v rastlinnom tele musime pochopit prijem,
translokdciu a detoxikaciu arzénu v rastlinnom tele. Hyperakumulatory arzénu su rastliny,
ktoré v sebe dokazu akumulovat radovo vyssie koncentracie As a lepSie zvladaju fytotoxicitu
tohto kontaminantu ako nehyperakumulujuce rastliny. Hyperakumulacia tazkych kovov je
spojenda so zmenou fyziologickych  vlastnosti rastlin. SpoloCnou vlastnostou
hyperakumulatorov je, Ze viac akumuluju kovy v nadzemnych castiach ako v korerioch. Tieto
poznatky ndm poméZu aj pri  odstrafovani tohto kontaminantu zp6éd pomocou
fytoremediacnych  technik, ktoré vyuZivajd prave hyperakumulujidce rastliny.
Fytoremediacné techniky maju vela vyhod ako napriklad mensie finanéné naklady,
udrzatelnost, kladny vztah verejnosti k zeleni, avsak aj vela nevyhod. K najvyraznejsej
nevyhode patri ¢as, ktory je potrebny na vycistenie substratu, ale k prekazkam pri pouZiti
fytoremediacnych technik napriklad patri vytvdranie malej biomasy, uzka ekologicka nika
hyperakumuldtorov.  Nadejnou alternativou  k hladaniu  vhodnych  prirodzenych
hyperakumuldtorov mézu byt geneticky modifikované rastliny, ktoré by mali vyhodné
vlastnosti a tym by zlepsili efektivnost fytoremediacii.
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Arzén, Detoxikacia, Fotosyntéza, Fytoremediacia, Fytotoxicita, Hyperakumulacia, Prijem,
Transport



Abstract

Arsenic is classified as a heavy metalloid. Small amounts of arsenic can be found in the
environment naturally, but human activity constantly increases the amount of arsenic in the
soil. Increasing arsenic contamination of the soil causes serious health problems for both
animals and humans. Due to its toxicity, it can also cause considerable problems for plants.
Arsenic negatively affects a number of processes in the body of plants, such as oxidative
stress or the metabolism of important macromolecules. Photosynthesis is a physiological
process that is the most affected by arsenic toxicity. Closely related to photosynthesis are
the growth properties of plants. Negative effects that arsenic has on many biochemical,
physiological and morphological processes in the plant body, we must understand the
uptake, translocation and detoxification of arsenic in the plant body. Arsenic
hyperaccumulators are plants that can accumulate orders of magnitude higher
concentrations of As and better manage the phytotoxicity of this contaminant than non-
hyperaccumulating plants. Hyperaccumulation of heavy metals is associated with changes in
the physiological properties of plants. A common characteristic of hyperaccumulators is that
they can accumulate the higher concentrations of metals they in the aboveground parts than
in their roots. This knowledge can also help with removing this contaminant from soils by
using phytoremediation techniques that use hyperaccumulating plants. Phytoremediation
techniques have many advantages such as lower financial costs, sustainability, a positive
public attitude towards greenery, but on the other hand there are also many disadvantages.
The most significant disadvantage is the time required to clean the substrate, but an
obstacle to the use of phytoremediation techniques is the formation of small biomass, a
narrow ecological niche of hyperaccumulators. A promising alternative to the search for
suitable natural hyperaccumulators may be genetically modified plants that have beneficial
properties and thus improve the efficiency of phytoremediation.
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Obsah

ZOZNAM SKIATIEK. ¢ uttteiiteetee ettt e s e ettt et e e s b e e e sab e e st e e sbee e s beeesaseesabeesbeeesabeeennnes 1
Lo UVO ettt 2
2. TAZKE KOVY @ IZEN ittt ettt ettt ettt st et e s e s et e s e et eteseas st eteseananas 3
2.1, Zdr0je TaZKYCN KOVOV ....c.viivieiiecee ettt ettt ettt e e e et e te e teesteeereeeaveebeenteesteesaneens 3
D Y 1= T Y X SR 3

3. Prijem a translokacia arz&nu rastlin@ami ........c.eeiiieiiei i e 4
N A 11T 0 I T 2= o O T USSP 4
3.2 TrANSIOKACIA AS ....eeeiieiieeiieee ettt ettt et e b e st st sttt e b e b e e s bt she e s ae e et e e te e beenbeenneenas 5
3.2.1 XylIEMOVA transloKACia......veeiieiiiee e e 5
3.2.2 FIOEMOVA tranSIoKACIa.....uei it 6

4. DEEOXIKACIA AS . eeeeeeiieeiie ettt ettt s e ettt sat e e s bt e st e e sabteesabeesabeeesabeesabeeebteesabeeeabeesabeesbbeesabaeennnes 6
5. FytotoXiCita tazkyCh KOVOV @ AS......ccuii ittt ettt e e e et e e e te e eteeesateeeneeesareaan 8
5.1 Efekt AS Na FOTOSYNTEZU ...ccceeiiieieieee ettt e et e et re e e et ae e e e ata e e e eateeeeeensseeeeannaeeenas 9
5.2.1 VPIyV As Na FOTOSYSTEMY ...oviiiiiiiii ittt ettt e e e et e e e e tte e e e ebte e e e ebaeeeeebeaeeeennes 10
5.2.2 Vplyv As na fotosyntetické pigmenty ... e 10
5.2.3 Vplyv As na syntézu ATP a NADPH a zniZenie fixaci@ COyz ...uuvvrvuriiiriieeeieieee e ecieee s 10
5.2.4 Vplyv As na translokaciu prvkov doleZitych pre fotosyntézu..........ccocveeeciveeiccineeecciieeeens 11

5.3 Efekt As na KIiCivost SEMIEN rastlin .......cooerieriiiiieeeee ettt 11
5.4. Efekt As Na rast DIOMASsY .....uiiiiiiiiiicciee e e e e e e e e e ee e e e reeas 11

(o 5 Y LT = U 0[] = o 7SRRI 12
6.1 Zmeny vo fyziologickych vlastnostiach hyperakumuldtorov...........cccoecvieeeeciie e, 13
6.2 HYPErakUMUIATOIY AS.....ooiieeiie ettt e e et e e e e te e e e et e e e s e ab e e e eeabaeeeentaeeeenteeaeennsenas 14

A YA (o] (=T 0 g T=Te [T [ - U SUTRRPRPRt 15
7.1. Vyuzitie hyperakumuldtorov As pri fytoremedidcii znecistenych pod........ccccceevevveeiiciieeennnen. 17
2 B R Y e =) e -] (ol T 1 Y- PR PPRPPPN 17
7.0.2. RNIZOTIEIACIA AS .ttt sttt ettt e bt e st sabe e b e beens 18
7.1.3. Likvidacia As po fytoremMedidCii ....ccccuueeeeeciiiee ittt et 19

7.2 VyuZzitie geneticky modifikovanych rastlin pre hyperakumulaciu/fytoremediaciu As................ 19

SR 1V = PP P ST PR PRSP 21



Zoznam skratiek

ABC transportér - ATP Binding Cassette transportér
As'" - arzenit

As"'— PC komplex- arzenit-fytochelatinovy komplex
As¥ — arzenat

AR- arzenatreduktaza

BF- The bioconcentration factor

DAP- diamoéniumfosfat

DMA- dimetylarsinova kyselina

DSMA - metylarsonat disodny

ETR — eletrotransportny retazec

GSH- glutation

Chl a- chlorofylu a

Chl b- chlorofylu b

Km- Michaelisova konstanta

MMA- monometylarsénova kyselina

MSMA (metylarsondt sodny)

NIPs- nodulin 26-like intrinsic proteins

PC- fytochelatin

PCS - fytochelatinsyntaza

Phtl- fosfatovy transportér 1

PSII- fotosystém Il

RUBISCO - Ribuldza-1,5-bisfosfatkarboxylaza/oxygenaza
ROS- reaktivne formy kyslika

TIPs- tonoplast intrinsic proteins

Vmax- maximalna rychlost

WT- wild type



1. Uvod

Arzén je toxicky polokov, ktory sa do prirody dostdva prirodzenymi geologickymi procesmi
ako aj lfudskou cinnostou (napr. vyuzivany ako herbicid ainsekticid), ktora spbsobuje
neustdle sa zvySujucu kontaminaciu prostredia. Cez rastliny sa dostava do potravinového
retazca &im spdsobuje zavainé zdravotné problémy ludom najméi v Azii, ale aj v Amerike
¢i Eurdpe. V prostredi sa nachadza v roznyh formach, anorganickych aj organickych. Kvoli
zdravotnym problémom, ktoré arzén spdsobuje je nutné porozumiet faktorom, ktoré
ovplyviuju prijem, translokaciu a detoxifikaciu réznych foriem As. Prijem As rastlinou je
Specificky proces, ktory vyuZiva rozne rastlinné transportéry a zavisi na forme prijatého As.
Po prijati As rastlinou sa jeho cesta nekonci, pretoZe je nasledne xylémovou alebo floémovou
translokdciou premiestiovany do nadzemnych ¢asti rastlin, ¢im sa dostava do jedlych casti
rastlin.

Rastliny sa vedia vurcitej miere vysporiadat s kontaminovanou pédou vdaka svojim
detoxifikaénym mechanizmom. Pri zlyhani detoxifikacnych procesov rastliny nastava
fytotoxicita As, ktora spdsobuje velké hospodarske Skody. As negativne posobi na rozne
biochemické a fyziologické procesy, ktoré na zdver vyustia v znizenie celkovej biomasy alebo
vynosov hospoddrskych rastlin. Medzi najviac zasiahnuté fyziologické procesy patri
fytosyntéza a to na vietkych drovniach. Avsak fytotoxicita As zavisi od mnoho faktorov, napr.
forma As, vek a druh rastliny. Niektoré druhy rastlin zvladaju stres vyvolany As lepSie ako iné,
a dokonca tento polokov dokazu akumulovat v rddovo vyssich koncetraciach. Tieto rastliny
sa nazyvaju hyperakumuldtory As. Tato zaujimava schopnost je spojenad so zmenou celej
Skaly fyziologickych procesov (Kramer 2010). VSetky zndme hyperakumuldtory patria do
Celade Pteridaceae. Prvy znamy hyperakumulator As je Pteris vittata (Ma et al. 2001).

Pre neustdle zvysujucu sa hladinu tohto polokovu v prostredi je dolezité vymysliet udrzatelny
a efektivny spbsob sanacie takto kontaminovaného aredlu. Medzi vhodnych kandidatov na
Setrny spbsob Cistenia pody, spodnej alebo povrchovej vody patri fytoremediacia. Pod
pojmom fytoremediacia su zahrnuté metddy, ktoré vyuzivaju rastlinné hyperakumuldtory na
odstranenie, redukciu, degradaciu alebo imobilizaciu nebezpecnych kontaminantov zo
substratu. NajefektivnejSie a najviac preskimané patria fytostabilizacia, fytovolatilizacia,
rhizofilizacia, fytoextrakcia. Fytoremediacné techniky maju vela vyhod. Najdodlezitejsia
vyhoda je to, Ze je to pomerne lacnad alternativa k drahym konvenénym technikam
remediacie- pomocou tazkej techniky alebo za pouzitia chemikalii. Taktiez patri medzi
metddy priatelské ku Zivotnému prostrediu. V neposlednej rade medzi vyznamné vyhody
patri esteticka strdnka fytoremediaénych technik, z prostredia, ktoré je vnimané ako
znecdistené a toxické sa stane zelené miesto pIné rastlin. Tento efekt ma pozitivny vplyv na
vnimanie lokality o¢ami verejnosti. Na druhej strane fytoremedia¢né techniky maju aj
nevyhody. Najvacsia nevyhoda je Cas, ktory je potrebny na vycistenie substratu (Vara Prasad
and de Oliveira Freitas 2003). Na fytoremediac¢né techniky sa vyuzivaju hyperakumulujice
rastliny. AvSak prirodzené hyperakumuldtory maju vela negativ (Uzky areal rozsirenia, mald
biomasa, pomaly rast, akumulacia konataminantu do jedlych ¢asti rastlin, atd"), ktoré znizuju
efektivnost fytoremediadcie. Nadejnou stratégiou ako sa vysporiadat s nevyhodami
prirodzenych hyperakumuldtorov je vytvdranie transgénnych rastlin, ktoré by tieto
nedostatky minimalizovali a tym by zvySovali efektivnost fytoremediacie.



2. Tazké kovy a arzén

Tazké kovy su v literatire definované podla viacerych kritérii. V prvom rade ich méZeme
definovat podla hmotnosti. Ako zhrnul (Duffus 2002), rozny autori pouZivaju definiciu
tazkych kovov na zaklade hustoty odlisSne, ato vrozmedzi 3,5-7 g.cm-3. Tieto chemické
parametre sU casto v bioldgii zanedbavané a dolezitejSia charakteristika pre biolégov je
toxicita achemické S3pecifikdcie prvkov. Kazidy kov/polokov moézZe byt povazovany za
kontaminant ak sa vyskytuje tam, kde je neZiaduci alebo jeho forma ¢i vysoka koncentracia
spbsobuje poskodenie Zivotného prostredia, ma skodlivy efekt na organizmy. Medzi tazké
kovy a polokovy su povaZzované napr. olovo (Pb), kadmium (Cd), ortut (Hg), arzén (As), chrom
(Cr), striebro (Ag), hlinik (Al), ale aj niektoré esencidlne prvky vo vysokych koncentraciach
ako med' (Cu), selén (Se), nikel (Ni), zinok (Zn), kobalt (Co), mangan (Mn), molybdén (Mo),
a radioaktivne prvky cézium (Cs), stroncium (Sr), and uranium (U) (Singh et al. 2011).

2.1. Zdroje tazkych kovov

V prehladovej literature (Nagajyoti et al. 2010) boli zhrnuté jednotlivé prirodné priciny
znedistenia prostredia tazkymi kovmi. Koncentracia tazkych kovov v péde zavisi na podlozi,
environmentéalnych podmienkach prostredia a zvetravani hornin. Dalie doleZité zdroje
tazkych kovov su piesocny prach, napr. zo Sahary, ktory obsahuje vysoké mnoistvo Fe.
Sopecné erupcie mozu mat taktieZz vysoky podiel na koncentraciu niektorych tazkych kovov,
napr. Cd, Zn, Hg. Morské aerosdly, ktoré sa dostavaju na zemsky povrch v podobe dazdov, su
zas zasobdriou Cu a Mn. Pri poziaroch sa uvolfiuju prchavé kovy, ako Hg a Se, ktoré su
sucastou uhlikatych latok. TaktieZ pri rozklade vegetacie a tiel ostatnych organizmov sa do
prostredia emituju tazké kovy. Tazké kovy sa teda do prostredia dostdvaju z prirodnych
zdrojov, avsak autori sa nezhoduju akym spdsobom a v akych mnozstvach sa z tychto zdrojov
dostdvaju do ekosystému.

Ludska aktivita je tiez velkym znedlistovatelom pody. Najma ked sa jednd o priemysel
a polnohospodarstvo. V polhohospodarstve pouzivame pesticidy a hnojiva, ktoré su zdrojom
tazkych kovov a tie sa cez ne dostavaju do pddy. Hnojivom (anorganickym alebo organickym)
sa do pody dostavaju najcastejsie As, Cd, Cr, Ni, Pb, Zn, Mn, Cu a Co, Ni. Koncentrdcia tychto
kovov v hnojivach nie je moc vysokd, ale ich opakovanou aplikdciou méze dochadzat k
akumulacii danych tazkych kovov v polnohospodarskej pode, co je nebezpecné pre porast.
Dalsim zdrojom tazkych kovov su pesticidy, ktoré obsahuju tazké kovy ako Cu, As, Pb, Zn, Fe,
Mn a Hg. Hutnicky priemysel a s nim spojené odvetia (napr. tazba kovov) su zdrojom tazkych
kovov v péde po celom svete. V sucasnosti sa do pédy tymto spdésobom dostdvaju vo
vysokych koncentrdcidch As, Cd, Fe, Cu, Pb, Sn, Zn (Nagajyoti et al. 2010).

2.2. Arzén (As)

Arzén je polokov, ktory je vsadepritomny v prostredi. Do Zivotného prostredia sa dostava
geologickymi procesmi, ale aj ludskou aktivitou. As je z pédy absorbovany rastlinami
a dostava sa do jedlych casti rastlin (napr. ryzové zrna), tymto spésobom sa dostava do
potravinového retazca a mbze spbsobovat zdvainé ochorenia vratane tvorby karcindmu
(napr. Biswas et al. 2020). Arzén v pode sa vyskytuje v 3 hlavnych formach, ktoré su
dostupné pre rastliny a to AsV (arzenat), As" (arzenit) a metylované formy As (Li et al. 2016).

V zemskej kére ateda v péde sa nachadza viac ako 200 mineralov, ktoré obsahuji arzén
v r6znych formach, ale len malé % z nich sa vyskytuje v prirode vo vacSich mnozstvach.



Geologickymi procesmi (napr. oxidacia mineralov obsahujucich As) sa do podzemnych vod
arzén uvolfiuje vo velmi malom mnoiZstve a len v niektorych geografickych oblastiach (napr.
Bangladés). Okolo 1/3 arzénu vo vzduchu je prirodzeného pévodu. Hlavnym zdrojom arzénu
je sopecéna ¢innost (Abernathy et al. 2001).

Ludska cinnost ako tazba roznych kovov a polnohospodarska cinnost stoji za znedistenim
pody arzénom. V sedemdesiatych rokoch 20. storocia boli hlavnymi producentmi arzénu
USA, dalej Mexiko, Svédsko, Franclzsko vtomto poradi. Arzén vo forme oxidu arzenitého
(As203) je velmi dolezity pre komeréné ucely, je zadkladom insekticidov, herbicidov,
ochrannych prostriedkov na drevo a dokonca aj liekov. V minulosti sa ro¢ne vyrobilo okolo
50 000 ton arzénu a tiez vznika ako vedlajsi produkt pri taveni medenej, olovenej a zinkovej
rudy (Nelson 1977). Velké mnoiZstvo arzénu vréznych podobach sa dostavalo do pbdy
prostrednictvom polnohospodarstva, pretoze v minulosti sa zli¢eniny As hojne vyuzivali ako
insekticidy CasAsOa, H3AsOs, MSMA (metylarsonat sodny), DSMA (metylarsonat disodny),
atd’ a herbicidy (NaAsO;) (Mandal and Suzuki 2002).

3. Prijem a translokacia arzénu rastlinami

3.1 Prijem arzénu

Mechanizmus prijmu As zavisi od jeho réznych foriem. AsY sa do rastliny dostdva pomocou
fosfatovych transportérov z rodiny fosfatovych transportérov 1 (Pht1) (napr. Shin et al. 2004;
Catarecha et al. 2007), ktorych je v rastlinach velké mnozstvo, najma v korenoch, ktoré
prijimaju fosfat z pody (Zhao et al. 2009). Ato pretoze ma Strukturnu analdgiu k fosfatu.
Uloha tychto transportérov pri prijme AsY bola preukdzana pomocou mutantnych foriem A.
thaliana. Dvojity mutant vo fosfatovych transportéroch pht1;1D4D bol signifikantne
rezistentny oproti kontrolnej netransgénnej rastline (wild type -WT), pretoze rast jeho
biomasy v 200 uM AsY oproti kontrole bol zredukovany o 50%, kdeZzto pri WT rast biomasy
bol zredukovany o 94%. Tieto vysledky nam ukazuju, Ze tieto transportéry maju vysoky
podiel na prijme AsV rastlinami (Shin et al. 2004).

As"' sa dostdva do rastlin viacerymi mechanizmami cez rézne transportéry, ktoré su zhrnuté
v review od Souri et al. (2017). Medzi tieto transportéry patria proteiny z rodiny aquaporinov
- nodulin 26-like intrinsic proteins (NIPs). NIP1;1, NIP1;2, NIP3;1; NIP5;1; NIP6;1; and NIP7;1
st zodpovedné za prijem a transport kyseliny arzenitej (neutrdlna forma As'') v korefioch A.
thaliana (zhrnuté napr. v Souri et al. 2017). Mutantné rastliny A. thaliana s knock-

outovanym génom NIP3;1 vykazovali vy$3iu toleranciu vodi stresu, ktory bol zapri¢ineny As''.

Tato tolerancia bola spdsobend tym, Ze takéto mutantné rastliny neprijimali As", ¢o
potvrdzuju vysledky, Ze nip3;1 mutanti mali v nadzemnych ¢astiach ovela nizsi obsah As'' ako
WT rastliny (znizenie o 44% pri 48 hodinovom oSetreni As'"' a 42% pri 24 hodinovom o3etreni
As"). V korerioch pri 24 hodinovom osetreni doslo k zniZeniu koncentréacie As", ale rozdiel
medzi WT a mutantnymi rastlinami pri 48 hodinovom oSetreni nebol signifikantny, ¢o ndm
naznacuje dvojitu ulohu NIP3;1, pri prijme Aslll z média, tak aj pri translokacii z korenov do
nadzemnych ¢asti rastlin (Xu et al. 2015). Dalsie vysledky ndm ukazuju, Ze translokacny
faktor bol 0,142-0,153 vo WT rastlinach bol znizeny na 0,078-0,108 v nip3;1 po 48h osetreni
As'". Tieto vysledky nam naznaduju, Ze strata NIP3;1 vedie k zniZzeniu obsahu As", a teda, Ze
je zodpovedny za prijem As" zmédia (Xu et al. 2015). Dalsia $tudia Ma et al. (2008)
naznacuje ucast NIP proteinov pre prijem As'"' rastlinami. V tejto $tudii sa zamerali na
transportér Lsil v O. sativa, ktory je transportér pre kyselinu kremicitd. Tento transportér bol
vybrany kvoli tomu, Ze kyselina kremicitd ma podobné Struktirne a chemické vlastnosti ako
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kyselina arzenitd (neutralna forma As"'). Mutanti v Lsi1 mali koncentraciu As"' znizent o 53%

v korefoch a 71% v nadzemnych castiach rastliny oproti kontrolnym rastlinam. Tieto
vysledky ndm teda naznaduju ulohu Lsil pri prijme As"' z média. V tejto $tudii dalej testovali
aj iny transportér Lsi6, ktory sice vykazoval schopnost transportu As" do rastliny, ale nehral
velkd rolu, pravdepodobne pretoZze nie je dostatocne exprimovany. Tento vysledok nam
naznacuje, Ze hlavnu dlohu pri prijme As"' v rastlindch ryze ma Lsil. V papradi P. vittata mdzu
byt zapojené do prijmu As"' aquaporin tonoplast intrinsic proteins (TIPs), jeden z nich je
PvTIP4;1 (He et al. 2016). V mutantnych rastlinach A. thaliana s PvTIP4;1 bola miera kli¢enia
znizend oproti WT rastlinam a taktiez rast nadzemnych casti rastlin a korerfiov bol znizeny.
Dalej v tejto $tudii autori ukazali, e v korefioch P. vittata dochadza k extrémne vysokej
exprimacii PvTIP4;1, ¢o ndm naznaduje, Ze sa mdze jednat o spdsob prijmu As"' z média v P.
vittata (He et al. 2016).

Do rastlin sa taktiez m6Zu dostavat aj metylované formy As napr. DMA (dimetylarsinova
kyselina) a MMA (monometylarsénova kyselina), ktoré vznikaju pésobenim mikroorganizmov
v péde. Tieto formy As sa nachadzaju v pode v mensich mnozstvach ako anorganické formy
As (As"' a AsY). Rastliny ich prijimaju omnoho menej ako anorganické formy As. Mechanizmus
prijmu metylovanych foriem As nie je dostato¢ne preskimany (zhrnuté v Souri et al. 2017).

3.2 Translokacia As

Cesta arzénu sa prijmom do korenfia nekonci, transportuje sa symplastom, pripadne
apoplastom do stredu korena a vodivymi pletivami do nadzemnych ¢asti rastlin.

3.2.1 Xylémova translokacia

Schopnost naloZit As do xylému ma vyznamny vplyv na akumuldciu As v nadzemnych
Castiach rastlin. V ryZi boli identifikované membranové proteiny , ktoré su zodpovedné za
nakladanie As do xylému (Li et al. 2016).

Transportér v rastlindch ryZe, ktory je pravdepodobne zodpovedny za nakladanie As" do
xylému je transportér kyseliny kremicitej OsLsi2. Na to prisli autori Studie Ma et al. (2008)
vdaka knockoutovaniu génu pre Lsi2. V mutantnych rastlindch (bez Lsi2) bola koncentracia
arzenitu v nadzemnych castiach rastliny nizSia oproti WT rastlindm o 75%. Na druhej strane
mutanty neboli defektné v prijimani As"' z média (na rozdiel od mutantov v Lsil (Ma et al.
2008)). Dalsie vysledky tejto $tudie naznaduju, Ze transportér Lsi2 je zodpovedny za
nakladanie As"' do xylému, pretoZe koncentracia As"' v xylémovej $tave bola niZsia 0 73%.
Velky problém je, Ze do zfn ryZze sa takto akumuluje velké mnoistvo As, ktoré sa tymto
spbsobom dostava do potravinového retazca a spdsobuje rozne patogenity. Preto je dolezité
prist na mechanizmus akumuldcie As do z¢n. Vysledky Ma et al. (2008), naznacuju, Ze Lsi2 je
zodpovedny za vykladanie As z xylému ateda aj za akumulaciu As" do zfn ryZe, pretoze
mutanti bez Lsi2 mali koncentraciu As"' vzrnach zniZzend o viac ako polovicu oproti WT
rastlinam.

Transportnu drahu pre fosfat pravdepodobne rastliny ryZe vyuZivaju pre translokaciu AsY

z koreriov do nadzemnych casti rastliny (Wu et al. 2011). Rastlinné linie, ktoré nadmerne
exprimovali PHR2 (transcription factor for phosphate starvation response2) vykazovali
zvysenu xylémovu translokaciu AsY aj As". V tychto mutantnych rastlindch (s nadmernou
expresiou PHR2) bola zvySenda aj expresia OsPT8 (fosfatovy transportér), ¢o naznacuje, Ze
expresia OsPT8 je regulovana PHR2. Rastliny s nadmerne exprimovanym OsPT8 mali vyrazne
vy$3iu koncentrdaciu AsV (23-ndsobne pri 2 hodinovej expozicii AsY) v xylémovej $tave. TaktieZ



sa zvysila koncentracia As¥ v nadzemnych ¢éastiach rastlin z nedetekovatelného mnozstva na
13% celkového mnoZstva As v nadzemnych castiach rastlin, ¢o naznacuje, Zze OsPT8 je
zodpovedné za translokaciu AsV zkorefiov do nadzemnych &asti (Wu et al. 2011).
Metylované formy As (DMA/MMA) si mobilnejsie ako anorganické formy As (As''/AsY), ale
transportéry metylovanych foriem zostavaju nejasné (zhrnuté v Li et al. 2016).

Jednotlivé druhy rastlin sa velmi vyrazne liSia v mobilite As v xyléme. Tato mobilita je
vyjadrend pomerom koncentracie As v xylémovej Stave ku koncentracii As vo vonkajSom
roztoku. V nehyperakumulujucich rastlindch je tento pomer nizsi ako 1 ,ako pre AsV aj As'",
a z tychto rastlin ma najvy$3iu mobilitu ryZa (0.49 As¥ a 0.56 As''), pravdepodobne kvéli
vysokej expresii Lsi2. Pre uhorku su tieto hodnoty 0,18 AsY a 0,30 As'". P. vittata sa ako
hyperakumulator radovo lisi svojimi hodnotami mobility As v xyléme, kedy hodnota mobility
As v xyléme je a7 73 pre As¥ a 49 pre As"' (Zhao et al. 2009).

3.2.2 Floémova translokacia

Arzén je pravdepodobne ako minerdlne latky, cukry a aminokyseliny prendsany i floémom
z listov do sinkov (napr. zfn) (Li et al. 2016). Ukazalo sa, Ze v ryZi az 90% As'"' a 55% DMA je
prendsané do zfn floémom (Carey et al. 2010). prévanie As" a DMA v zrnich ryie je
rozdielne, kym As"' sa ukladd do ovaridlnej vaskularnej siete, tak DMA sa $irilo vonkajsimi
Castami zrna a niekedy sa ukladal az do endospermu. Velmi dolezité je, Zze Ziadne vysledky
neukazali, Ze by sa As (v r6znych formach) nachadzalo v embryu (Carey et al. 2010).

V pokusoch na ryZi bol identifikovany transportér As"' OsABCC1, ktory je zodpovedny za
translokdciu As do nodov rastlin ryze kde prebieha jej sekvestracia do vakuol. PretoZe
mutanty s knockoutovanym génom pre OsABCC1 mali vysoké koncentracie As v zrnach
a nizke v nodoch. Tieto vysledky naznacuju, Ze tento transportér, ktory sa nachadza na
tonoplaste nie je dolezity len kvoli redukcii translokdcie As do zfn cez sekvestraciu As do
vakuol sprievodnych buniek vo floéme, ale aj pre detoxikaciu As (vid nizsie) (Song et al.
2014). V dalSom pokuse Deng et al. (2018), autori navrhli transgénne linie rastlin, ktoré mali
znizit koncentracie As v ryZovych zrnach, preto navrhli vyuZit transgénnu liniu s pouZitim
nadmernej expresie OsABCC transportéru adruhd transgénnu liniu s nadmerne
exprimovanym ScYCF1 (vakuoldarny ABC transportér GSH, zvysujuci odolnost voci Cd zo
Saccharomyces cerevisiae). Obidva tieto transportéry zvySuju vakuolarnu sekvestraciu
arzénu. Translokdcia do zfn bola naozaj zniZzena, na druhej strane vinych nadzemnych
Castiach rastlin dochdadzalo k nadmernej akumulacii As, ktora viedla k poskodeniu buniek
a celych rastlin (Deng et al. 2018).

4. Detoxikacia As

Redukcia As' na As'"' je povaZovana za prvy krok pri detoxikdcii As v rastlinnych pletivach.
Tato redukcia prebieha enzymatickym sp6sobom. Enzymy, ktoré sa zucéastnuju tejto redukcie
sa nazyvaju arzenatreduktdzy (AR), ktoré vyuzivaju na redukciu glutation (GSH). A gény, ktoré
kéduju AR (AR gény) sa nachadzaju v celej rade rastlin, napr. AtHAC1/ ATQ1 (Arabidopsis),
OsHACI1; 1 a OsHAC1; 2 (Oryza), HlAsr (Holcus lanatus) (zhrnuté v Souri et al. 2017). Redukcia
AsY na As"' v hyperakumulatore P. vittata je taktieZ sprostredkovand pomocou AR a aktivita
tohto enzymu sa zvy3uje pri dlh§om vystaveni a vy3$3ej koncentracii AsV. Aktivita AR P. vittata
bola najmenej o 7-krat vyssia ako pri rastlinach, ktoré su senzitivne na pritomnost As (napr.
A. thaliana a O. sativa) (Duan et al. 2005). AR v P. vittata vykazovala vyhodné vlastnosti,
pretoZze mala Siroké spektrum pH (oproti nehyperakumulujidcim rastlinam), pri ktorom bola



aktivna (5,5- 7,0; s optimom 6,5) a aj $iroké tepelné optimum (20-50 °C). Dalej vykazovala
vysoku Specifitu pre AsY, pretoze ak v médiu bolo As' nahradené fosforeénanom sodnym
alebo dusi¢nanom sodnym, tak AR nebola aktivna. Bola vSak kompetitivne inhibovana
fosfatom (podobné chemické vlastnosti) a nekompetitivne inhibovana As" (produkt redukcie
AsY) (Duan et al. 2005). Daldim ndstrojom pre detoxikdciu je glutation (GSH) a fytochelatiny
(PC). Tieto zlG€eniny reaguju s As" (preto je nutnd redukcia AsY na As"), vytvéraji s nim
komplexy a umoznuju jeho transport do vakuol v bunkach nadzemnych casti rastlin aj korena
(Zhao et al. 2009; Souri et al. 2017). PC nie su priamo zodpovedné za detoxikaciu arzénu,
avsak su zodpovedné za vytvorenie komplexu s As a jeho transport do vakuoly. Preto bolo
potrebné najst transportéry, ktoré si schopné transportovat PC. V studii od Song et al.
(2010) boli objavené prvé rastlinné tonoplastové PC transportéry potrebné na zvySovanie
odolnosti vodéi arzénu v A. thaliana- AtABCC1 a AtABCC2. Syntéza AtABCC1 a AtABCC2 aj PC
nie su indukované pritomnostou arzénu, v rastline sa syntetizuja aj pri normalnych
(nestresovych) podmienkach, preto aby rastliny rychlo mohli reagovat na stres vyvolany
tazkymi kovmi obecne. Dalej v tejto $tudii autori ukdzali moznu spolupracu PC a AtABCC1 a
AtABCC2 pri detoxikacii As. Ak sa zvysSila expresia len PCS (PC syntdza), mutantné rastliny
nevykazovali vys$siu toleranciu k As oproti kontrolnym rastlindm. Avsak ak sa okrem hladin
PCS zvysila syntéza AtABCC1, tolerancia k As sa zvysila. Tieto vysledky ukazuju, Ze koexpresia
PC transportéra typu ABC (ATP Binding Cassette) a PCS moZe viest k vytvoreniu rastlin so
zvySenou toleranciou voc&i arzénu. Podobny mechanizmus bol objaveny vryzi, ABC
transportér OsABCC1 je zodpovedny za transport As'"-PC komplexu do vakuoly (Song et al.
2014). Pomocou knockoutovania génu pre OsABCC1l sa preukdzala moznd uloha tohto
transportéru pre toleranciu voci As, kedZe rast nadzemnych casti rastliny mutantnych linii
(bez funkéného OsABCC1) bol Gplne inhibovany pri osetreni 50uM As"' a v médiu bez As rastli
rovnako ako kontrolné rastliny (Song et al. 2014). OsABCC1 su lokalizované v tonoplaste
buniek ryZe. A ukdzalo sa, Ze OsABCC1 je ddlezity pre prevenciu ukladania As do zfn ryze.
Tym padom by sa nadmerna expresia OsABCC1 mohla vyuzivat ako stratégia na vyslachtenie
odréd ryze, ktoré budu vysoko tolerantné k znedisteniu As, a najma s nizkou koncentraciou
As v zrnach ryze (Song et al. 2014). Medzi dalSie spésoby detoxikacie As"' patri korefiovy
eflux, ktory bol objaveny vo velkom poéte rastlin. Eflux As"' sa deje cez transportéry kremika
(Zhao et al. 2009).
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Obrdzok 1: Prehlad prijmu, transportu, translokdcie a detoxikdcie As v rastline. As" je pomocou fosfdatovych
transportérov prijaty rastlinnymi korerimi. Kde je bud' redukovany na As" pomocou AR (arzendtreduktdzou),
ktord vyuZiva glutation (GSH) ako reduktant, alebo je translokovany do xylému pomocou fosfatovych
transportérov. As" je prijimany pomocou aquaporinov nodulin 26-like intrinsic proteinov (NIP). Prijem
metylovanych druhov arzénu (DMA/ MMA) sa uskutocriuje pomocou nezndmych transportérov. Fytochelatiny
(PC) a GSH koordinuju s As'" a vytvdraju ré6zne komplexy, ktoré su sekvestrované vo vakuoldch, do ktorych sa
transportuju pomocou transportérov typu ABC (Souri et al. 2017).

5. Fytotoxicita tazkych kovov a As

Tazké kovy su pre rastliny dostupné aZ po tom, ¢o zmenia svoj oxidaény stav (napriklad vo
forme soli). Toxicita pre rastliny je velmi relativna, zavisi na koncentracii prvku, ktora je
pristupnd pre rastlinu. Na zaklade viacerych parametrov (pocet listov, ¢erstvd hmotnost,
sucha hmotnost, obsah chlorofylov a karotenoidov) na modelovej vodnej rastline Lemna
minor bolo stanovené poradie prvkov podla ich fytotoxicity: Ag'> Cd"> Hg"> TI'> Cu'> Ni">
Zn"> Co'"> CrV'> As''> AsV>metylované formy As (Naumann et al. 2007).

Miera toxicity arzénu zalezi na velmi vela faktoroch, napriklad na forme prijatého arzénu,
jeho koncentracii, dobe a spOsobe oSetrenia, druhu a veku rastliny. Anorganické formy,
najma arzenaty a arzenity, su viac toxické ako organické arzenobetainy a arzenocholiny
a metylované formy arzénu, ako st MMA aDMA (Jedynak et al. 2010). Pri vacsine



rastlin plati, Ze v koreni je najvacSia akumuldcia arzénu, apreto aj jeho toxicita je tu
najvyssia. Toxicita arzénu je menSia v stonke a v listoch v tomto poradi (Siddiqui et al. 2013).
Avsak fytotoxicita As zdvisi od roznych rastlinnych druhov (Finnegan and Chen 2012)
a niekedy dokonca aj len od kultivarov (Abedin and Meharg 2002; Mahdieh et al. 2013).

Vo vSeobecnosti ma arzén fytotoxicky ucinok. V rastlinnom tele ma As negativny vplyv na
rast, morfologické, fyziologické a biochemické deje (Abbas et al. 2018; Kofrorova et al.
2018). Mimo iné je zodpovedny za nadmernu produkciu reaktivnych foriem kyslika (ROS),
a teda je zodpovedny za oxidacny stres (napr. Leterrier et al. 2012; Ghosh et al. 2016), ktory
moze zapricinit poskodenie bunky alebo dokonca aj bunkovd smrt (Sharma et al. 2012). Dalej
je zodpovedny za poruchy pri metabolizme lipidov, proteinov a inych esencidlnych zliéenin
(zhrnuté napr. v Abbas et al. 2018). Medzi najviac negativne zasiahnuté fyziologické deje
patri fotosyntéza. Negativne ju ovplyviiuje na réznych Urovniach (Kofroriova et al. 2020). As
ma tiez negativny vplyv na rast korerfiov, nadzemnych casti rastlin a vynos rastlin (napr. u
ryze (Azizur Rahman et al. 2007)).
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Obrdzok 2: Negativny vplyv As na rézne biochemické a fyziologické deje, ktoré negativne ovplyvriuju morfoldgiu
a rast rastlin alebo mézu dokonca viest k smrti rastliny (prevzaté z Kofrofiova et al. 2018)

5.1 Efekt As na fotosyntézu

Arzén ma vo vseobecnosti negativny efekt na fotosyntézu. Tento efekt tazkych kovov,
vratane arzénu, je povaZovany za najcastejsi uc¢inok na rastliny. Miera redukcie fotosyntézy
zavisi na forme prijatého arzénu a na jeho koncentracii. SUhrnne nam Studie ukazuju, zZe
arzén negativne ovplyviuje fotosyntézu tym, Ze posSkodzuje fotosystémy, syntézu ATP
a NADPH, fotosyntetické pigmenty, translokaciu dolezitych prvkov pre fotosyntézu



a membrany tylakoidov. Tymto vyznamne ovplyvinuje aj fixaciu CO, a tvorbu cukrov ako
koncovych produktov fotosyntézy (zhrnuté napr. v Kofroriova et al. 2018).

5.2.1 Vplyv As na fotosystémy

Arzén spoOsobuje dysfunkciu fotosystému Il (PSll), ¢im sa zniZuje efektivita fotosyntézy (napr.
Austruy et al. 2013). Urastlin A. thaliana, ktoré boli oSetrené réznymi koncentraciami
Na;HAsOs4 pocas piatich dni, vykazovali poskodenie fotosystémov Il (PSIl), ¢o viedlo
k zniZeniu Cistej fotosyntézy oproti kontrole.

Studia Austruy et al. (2013) odhalila, Ze rastliny Agrostis capillaris, Solanum nigrum a V. faba,
ktoré rastli v pédach a boli znelistené tazkymi kovmi (aj As), mali taktiez poskodeny
fotosystém Il (PSIl). Poskodené boli hlavne antény PSIl ¢im sa zmensila schopnost tohto
systému premienat svetelnu energiu na chemicku.

Meranie florescencie chlorofylu a ndm hovori o vitalite PSIl atento parameter je casto
negativne ovplyvneny poOsobenim arzénu. Napr. v praci Kofrorovd et al. (2020) pri
senzitivnom kultivare tabaku Nicotiana sylvestris dochadzalo kvyraznému zniZzeniu
fluorescencie chlorofylu pri 30 pg.I* As¥. Pomer Fv/Fm (meranie fluorescencie chlorofylu)
bolo vyrazne znizené pri 216 uM As', ¢o nam poukazuje na negativny U¢inok As na
fotosystém Il (Pita-Barbosa et al. 2019).

5.2.2 Vplyv As na fotosyntetické pigmenty

Hlavny toxicky ucinok tazkych kovov (vo vSeobecnosti) na fotosyntézu spociva v inhibicii
syntézy a stabilite chlorofylu. Odozvy na pritomnost znecistenia su velmi variabilné
u réznych druhov a v réznych mierach znecistenia pody. Pri rastlinach ryZe (Oryza sativa) sa
vyznamne znizovala koncentracia chlorofylu aaj b az pri vysSich koncentrdcidch arzénu
vmédiu (>10 mg.kg?). ZniZenie obsahu chlorofylu v listoch ryZe viedlo okrem zniZeniu
fotosyntézy aj k zniZzeniu biomasy rastlin. Aj ked’ mnozstvo chlorofylu neovplyviiuje priamo
biomasu rastliny, tento pokus ukazuje koreldciu medzi tymito parametrami (Azizur Rahman
et al. 2007).

V Studii Austruy et al. (2013) zistili, Ze S. nigrum nevykazoval velké zmeny v koncentracii
chlorofylu a (Chl a), ale pri druhu A. capillaris sa vyznamne znizila koncentracia chlorofylu b
(Chl b) v najviac znecistenej péde. Pri obidvoch druhoch koncentracia Chl b zna¢ne poklesla.
Vrastline V. faba stalila mierne znelistena p6da so stopovymi mnoiZstvami As, aby sa
vyznamne znizila koncentracia chlorofylu aaj b vlistoch. Tieto vysledky ukazuju velku
citlivost tejto rastliny na znecistenie. Dalsie $tudie potvrdzuju negativny vplyv arzénu na
syntézu chlorofylov v listoch. Podla Stoeva et al. (2005) v rastlinach fazule doslo taktiez
k inhibicii syntézy chlorofylu v do6sledku vystavenia rastlin arzénu, ¢o viedlo kzniZeniu
obsahu chlorofylu v listoch.

5.2.3 Vplyv As na syntézu ATP a NADPH a zniZenie fixacie CO;

Ak rastlina prijima arzenat, tak sa pocas fotochemickej fazy fotosyntézy mozu idény AsV
infiltrovat do ETR (eletrotransportného retazca) miesto fosfatov (Gusman et al. 2013). AsV
prechddza cez bunkové membrany pomocou fosfatovych transportérov, co vedie
k naruseniu rovnovahy zdsobovania bunky fosfatmi. As¥ sutaZi s fosfatmi v fosforylaénych
reakciach, za vzniku nestabilnych AsY zlG¢enin. Napriklad AsY-ADP komplex, ktorého
autohydrolyza spusta cyklus, ktory vedie k vedie k zniZeniu tvorby ATP (Finnegan and Chen
2012). Taktiez je zvySena florescencia a energia sa vo vysSej miere uvolfiuje vo forme tepla
(Gusman et al. 2013).
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As tieZ negativne ovplyviiuje stomatalnu vodivost (pri AsY znizend o 61%, pri As'"' znizend o

78%), ¢im sa znizuje koncentraciu CO> v rastline. Nizka koncentracia CO> v rastline spdsobuje
narusenie funkcie CO; fixacie enzymu RUBISCO (Ribul6za-1,5-
bisfosfatkarboxylaza/oxygendza), ¢o vedie k zvySovaniu koncentracie neviazaného CO;, ¢o
naznacuje priame posSkodenie procesu fixdcie CO,. Pravdepodobne ktomu dochdadza
vplyvom zniZenia aktivity a/alebo mnozZstva RUBISCO v Calvinovom cykle (Gusman et al.
2013). Inicia¢na fluorescencia v A. thaliana bola zvy$end o 50% pri o3etreni 216 pM AsY, ¢o
poukazuje na poskodenie biochemickych procesov spojenych s asimilaciou CO; (ktora bola
blizko nule) (Pita-Barbosa et al. 2019).

5.2.4 Vplyv As na translokaciu prvkov délezitych pre fotosyntézu

Dusik je doleZitou sucastou RUBISCO, ktoré tvori zasadnu N v rastline a ekosystéme obecne
a jeho nedostatok sa prejavi aj v jeho funkcii. Dusik tvori jadro v molekule chlorofylu, tym
padom jeho koncentracia koreluje s koncentraciou chlorofylu v listoch. Vyssie koncentracie
arzénu v médiu negativne ovplyviiuju prijem dusika v rastlindch hrachu (Pisum sativum)
(Paivoke 1983). Vyskum Azizur Rahman et al. (2007) ukazal, zZe vysSie koncentracie arzénu v
pode negativne ovplyviiuju koncentraciu dusika v rastlindch ryze, tym sa zmensi Cista
fotosyntéza v dosledku zniZenia obsahu chlorofylu.

5.3 Efekt As na kli¢ivost semien rastlin

Vplyv arzénu na kliivost rastlin je vacsinou negativny. Na 8 odrodach ryze bol zisteny
negativny efekt arzénu na klicenie. AvSak zdleZi na odrode a pdsobeni arzenitu alebo
arzenatu. Pricom arzenit mal silnejsi negativny vplyv ako arzenat (Abedin and Meharg 2002).
Mahdieh et al. (2013) preukazali efekt As na klicenie pSenice, skimali dve odrody pSenice
»Zarin“ a ,Sardari“, ktoré vykazovali znaéné zniZenie klic¢ivosti pri koncentrécii AsV 15 mg.I".
Pokles kli¢ivosti bola pre tuto koncentraciu 19,5% (,Zarin“) a 26,01% (,,Sardari“). Taktiez pri
najvy$sej koncentracii As (30 mg.l"!) vykazovala odroda ,Zarin“ vy$Siu kli¢ivost ako druhd
odroda ,,Sardari”, ¢o autori vysvetluju ako prirodzenu vlastnost tychto odréd, ktoré su rézne
odolné. So zvysujicou sa koncentraciou oboch anorganickych foriem arzénu (As", AsY)
klicenie semien slnecnice (Helianthus annuus) klesalo (Muhammad et al. 2013). Ako pri
predchdadzajicich $tudidch aj tato $tudia potvrdila, Ze As"' je toxickejsi pre rastliny ako AsV.
Obidve formy anorganického arzénu mali vplyv aj na ¢as klicenia. SInecnicové semena klicili
pri nizkych koncentraciach arzenatov aj arzenitov skoér ako kontrola, ktora nebola vystavena
obom soliam arzénu, ale naopak pri vys$sich koncentracidch As" a AsV klicenie semien bolo
mierne oneskorené. Tieto vysledky ukazuju mozny pozitivny vplyv nizkych koncentracii As na
klicenie, ale na druhej strane negativny vplyv vysSich koncentracii As na klicenie semien
slne¢nic (Muhammad et al. 2013).

5.4. Efekt As na rast biomasy

Existuje vela studii, ktoré sa zaoberaju vplyvom arzénu na rast rastlin. V studii Abedin and
Meharg (2002), ktord porovnavala vplyv As"' a AsV na rast biomasy (korene a nadzemnu &ast
rastlin) réznych varietou ryze. Zaujimavé je Ze, korene, ktoré boli oSetrené arzenitom boli
ovplyvnené menej ako rastliny, ktoré boli oSetrené arzenatom. To naznacuje, Ze arzenat ma
negativnejsi vplyv (korene boli kratSie) na rast koreriov ako arzenit a to najma v strednych
koncentraciach (2 a 4 mg.It AsY). Pri najvy$3ej koncentrécii (8 mg.It As") bola situdcia
opacnad. Pravdepodobne sa az pri tejto koncentracii prejavila vyssia toxicita arzenitu, pretoze
dovtedy fungovali detoxikaéné mechanizmy ryze. Ani jedna z variet nevykazovala zvysenu
odolnost voci arzénu na rast korerov. Znizenie relativnej vysky nadzemnej ¢asti rastliny bolo
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zrejmé pri obidvoch formdach arzénu (As" a AsV). Rastliny, ktoré boli oSetrené arzenitom boli
o nieco nizSie ako rastliny, ktoré boli oSetrené arzenatom. Rozdiely boli vSak medzi r6znymi
varietami ryZze, Co autori vysvetluju ako rozdiel, ktory je zabezpeleny sezdénnostou
jednotlivych variet. Variety, ktoré rastu v obdobi sucha su odolnejSie ako tie, ktoré rastu
v obdobi dazdov, ¢o mdZe znamenat, Ze variety, ktoré rasti v obdobi sucha su lepsie
prispdsobené na stres vyvolany arzénom ako tie ¢o rastu v obdobi dazdov. Vyssia tolerancia
voCi arzénu mobie byt spojend lepsim prispdsobenim odréd rasticich v obdobi sucha
k oxidativnym stresom, ktoré su spbésobované suchom aj arzénom. Rast paradajok
(Lycopersicum esculentum) a fazule (Phaseolus vulgaris) bol taktiez ovplyvneny arzénom
(As'"). Zvy3ovanim koncentracie As" (2, 5, 10 mg.I'') sa dramaticky zniZovala biomasa
korefiov, stoniek a listov oproti kontrole. Rastliny fazul vykazovali vaésiu citlivost na As'"' pri
vsetkych skimanych koncentrdcidch, a teda aj efekt na biomasu (zmensovanie biomasy) bol
vysSi na fazuliach. TaktieZz plody paradajok a fazul vykazovali zmensSenie. Atak ako pri
biomase rastlin aj plody fazul' boli negativnejSie ovplyvnené. Toto je pravdepodobne
zapri€inené, tym Ze raj¢iny maju zmensenu translokaciu As z korefia do nadzemnych casti
rastlin a efektivnejsSi mechanizmus sekvestracie do bunkovych kopartmentov (Carbonell-
Barrachina et al. 1997).

Rastliny Armoracia rusticana, ktoré boli vystavené As" po 7 dni mali zniZeny rast biomasy
korefiov len pri vy$Sich koncentracidach (60 pg.I™?). Ako dalsie bola ovplyvnena Struktira
korena, aj ked nedochddzalo k tymto zmendm pri 7 diiovom vystaveni, pri 14 driovom
vystaveni AsV doslo k negativnemu vplyvu na morfoldgiu korefia. AvSak zaujimavé bolo, Ze
tieto zmeny v morfoldgii a v znizeni biomasy korena neboli také vazne, ako sa o¢akavalo. To
naznacuje, Ze chren sa dokaZe celkom dobre vysporiadat aj svyssimi hladinami As
(Kofrorfiova et al. 2019). V stadii Siddiqui et al. (2013) preukazali rézny vplyv prijmu arzénu na
bazalku (Ocimum spp.). V zavislosti na koncentracii a dizke vystavenia Gcinku As doglo
ku zniZeniu vysky rastliny a znizenie biomasy. AvSak pri nizkej koncentrécii (10 uM As'"') a 5
driovému vystaveniu Ucinku As doslo k miernemu zvySeniu biomasy a vysky rastliny.

6. Hyperakumulatory

Pod pojmom hyperakumulatory su zdruZzené rastliny, ktoré akumuluju tazké kovy a polokovy
v radovo vysSich koncentraciach ako iné rastliny, bez toho aby vykazovali fytotoxické ucinky
prvkov. Na definovanie rastlinnych hyperakumuldtorov bola definovana referencna
Standardna rastlina, ktora je definovand podla typickych koncentracii kovov a polokovov
v rastlinnom tele. Koncentracie jednotlivych kovov/ polokovov su nasledovné: (ug / g) Ni
(1,5), Zn (50), Cd (0,05), Pb (1) ), Cu (10), Co (0,2), Cr (1,5), Mn (200), Tl (0,02), As (0,1) a Se
(0,02). Pre praktické potreby su definované hyperakumuldtory ako rastliny, ktoré akumuluju
v normalnych pédach o 2-3 rady vyssie koncentracie kovov/ polokovov alebo v podach
bohatych na kovy o 1 rad vyssie koncentracie jednotlivych kovov/ polokovov v listoch (van
der Ent et al. 2013). Koncentracie tychto potencionalne toxickych prvkov mozu byt vyssie
ako koncentracie makronutrientov (katiény K, Ca). Téato schopnost akumulovat
potenciondlne toxické prvky vtakto velkych koncentracidch je nevyhnutne spojend so
schopnostou detoxikovat tieto nahromadené kovy v nadzemnych castiach rastlinného tela,
a teda s hypertoleranciou. Schopnost hyperakumulovat kovy ma asi 500 rastlinnych taxénov
(cca 0,2% krytosemennych rastlin). Schopnost hyperakumuldcie u rastlin su extrémne,
komplexné fyziologické vlastnosti selektované prirodnym vyberom. S najvacsou
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pravdepodobnostou je tato vlastnost spojend s obranou proti stresom: obrana proti
herbivorom a/ alebo patogénom (Kramer 2010).

Hyperakumuldtory méZeme rozdelit na obligdtne a fakultativne. Obligdtne s endemické,
a tym padom sa vyskytuju len na podach s vy$simi koncentraciami urcitého kovu. Na druhe;j
strane mame fakultativne hyperakumuldtory, ktoré sa mozu, ale nemusia spravat ako
hyperakumulatory. Fakultativne hyperakumulatory aich schopnost hyperakumulovat tazké
kovy mozZe byt ovplyvnenda genetickymi odliSnostami medzi réznymi (oddelenymi)
populdciami toho istého druhu alebo rozdielmi vo vlastnostiach p6dy (dostupnost
a absorpcia kovovych iénov). Rozdiely v pdédach su vysledkom réznych premennych napr.
celkova koncentracia prvku v pdde; pritomnost kovu v roznych fazach alebo chemickych
formach; rozdiely v pH pody; koncentracie hlavnych prvkov v pode; fyzikdlne faktory, ako su
miestne zrazky, porovitost poddy a charakteristiky odparovania. Fakultativne
hyperakumulatory sa nachadzaju na normalnych p6dach alebo na podach bohatych na kovy.
Tym padom rastliny su fakultativne hyperakumulatory, ked druh alebo miestna populacia ma
tendenciuv nadmernom mnoZstve akumulovat kovy a pddne podmienky zabezpecuju
dostatoénu dostupnost kovu (van der Ent et al. 2013).

6.1 Zmeny vo fyziologickych vlastnostiach hyperakumulatorov

Kramer (2010) vo svojom review zhrnul jednotlivé fyziologické zmeny, ktoré su spojené
s hyperakumulaciou. Vo vadsine rastlin sa hromadia kovy v korefioch, preto v korefioch je
omnoho vys$sia koncentrdcia kovovych prvkov ako v nadzemnych ¢astiach rastliny. Na druhej
strane v hyperakumulatoroch je to naopak, vysSie koncentracie kovov su v listoch ako
v korefioch. Tento jav je spojeny so zmenou fyziologickych vlastnosti hyperakumulatorov,
ktoré su nasledovné:

e Transport hyperakumulovaného kovu (kovov) zo symplastu korefia do
apoplasmatického xylému je velmi zvySeny, teda zvySena je translokdcia z korefa do
nadzemnych Casti rastliny. Tento transport je taktiez zapricineny vysokou kapacitou
pre ukladanie akumulovanych kovov v nadzemnych castiach rastlinného tela.

e Detoxikacia asekvestracia tazkych kovov prebieha v listoch, najma vo vakuolach
buniek listového mezofylu

e Mobilita kovov symplastom korefa cez cievne zvazky z korena je velmi zvysen3, je to
spOsobené napriklad tym, Ze sekvestracia kovov vo vakuolach koreriovych buniek je
velmi redukovana.

e Absorpcia kovov korefiom je zvysena so zvysujucim sa Vuax (maximlna rychlost) a bez
velkych zmien v Ky (Michaelisova konstanta), ¢o je zapri€inené zvySenou expresiou
transportérov pre jednotlivé kovy (Lombi et al. 2002)

e V bunkach nadzemnych Casti rastlin je zvySena miera vykladania As z xylému a k tomu
medzi bunkami je velmi efektivna distriblcia kovov, ¢o ma za vysledok, Ze miesta pre
ukladanie kovov su pristupné a zaroven nedochddza k nadmernej akumuldcii kovov
v bunkach pozdiz drahy transportu k Gloznym miestam.

e Je zvySend ochrana koreniovych buniek pred toxicitou kovov, ato rychlym
transportom kovov do nadzemnych casti rastliny a dalSimi mechanizmami (Krdamer
2010).
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6.2 Hyperakumulatory As

Su rastliny, ktoré akumuluju arzén vo vysSich koncentracidch ako iné, tym padom o nich
hovorime ako o hyperakumuldtoroch arzénu. Hlavne druhy papradin z ¢elade Pteridaceae
vykazuju tuto schopnost akumulovat arzén vo vysokych koncentraciach (Reeves et al. 2018).

Prva znama rastlina, ktora je povazovana za hyperakumulatora arzénu je Pteris vittata. Tato
paprad efektivne extrahovala z pddy arzén v znedistenych pdédach 1442-7526 mg.kg’ a
v normalnych (neznelistenych) pddach extrahovala 11,8 - 64,0 mg.kg?®. Tieto hodnoty
vysoko prekracuju hodnoty, ktoré su bezné pre rastliny, ktoré rastd v neznecistenych podach
a extrahuju menej ako 3,6 mg.kg! AS". P. vitatta tolerovala aj pddy, ktoré obsahovali 1500
mg.kg! arzénu. V takychto pédach sa zvysila koncentrdcia v listoch z 29,4 na 15 861 mg.kg™
za dva tyzdne. V pdde, ktord obsahovala len 6 mg.kg? arzénu, akumulovala 755 mg.kg?
v listoch taktiez za 2 tyZdne. Koncentracia arzénu v korefioch obsahovala menej ako 303
mg.kg! , kdeZto v listoch dosahovala 7234 mg.kg*. Dokonca pridanie 100 mg.kg* arzénu
viedlo k vyznamnej stimulacii rastu (zvySenie biomasy o 40% oproti kontrole) (Ma et al.
2001). Tieto vysledky nam ukazuju, e tato paprad spifia vietky poZiadavky
hyperakumulatora As.

Od objavenia prvého zndmeho hyperakumulatora As, P. vittata, sa doteraz objavili dalSie
a celkovo ich je 5, a vietky prirodzene sa vyskytuju v Azii (Reeves et al. 2018). Vietky patria
do celade Pteridaceae najma zrodu Pteris. Je velmi pravdepodobné, Ze ich bude
identifikovanych viac, pretoze len mald ¢ast z cca 400 druhov, z ¢elade Pteridaceae, bolo
skimanych na akumulaciu As (Zhao et al. 2009). Medzi identifikované hyperakumulatory
patria napriklad P. cretica, P. longifolia a P. umbrosa, ktoré podobne ako P. vittata
akumulovali As prednostne do listov. Koncentracia As v listoch bola v priemere 6,8 krat
vysSia ako v korenoch arastla linearne s koncentrdciou As v péde. Pri koncentracii 500
mg.kg! As v pdde dosahovala koncentracia 6200-7600 mg.kg™ (Zhao et al. 2002).

Prvy druh identifikovany ako hyperakumuldtor As z papradi, ktory nepatri do rodu Pteris je
Pityrogramma calomelanos. Rastliny rastli v pédach, ktoré obsahovali 135- 510 mg.kg? As.
TaktieZ najviac As akumulovali v listoch, ktoré obsahovali 2760- 8350 mg.kg™'. Zaujimavé vak
bolo, Ze najvysSie koncentracie As v listoch boli pri rastlindch, ktoré rastli v najmenej
znelistenych pddach (135 mg.kg?). To naznaduje, Ze Pityrogramma calomelanos lahko
absorbuje arzén z menej znedistenych pod, a tym padom by mohol efektivne zniZzovat obsah
arzénu v pode (Francesconi et al. 2002). Tak isto ako druhy z rodu Pteris je celosvetové
vyuZitie Pityrogramma calomelanos problematické, pretoZe sa prirodzene vyskytuje v Azii.

Strom Pseudotsuga menziensie, ktory rastol v okoli zlatych bani, ktoré ma pédy bohaté na
rozne formy arzénu, taktiez vykazoval hyperakumuldciu As. lhlice tychto stromov obsahovali
257 + 11 mg.kg? As, ¢o su cca 500 krat vyssie hodnoty ako mali smreky, ktoré rastli na tom
istom Uzemi (0,4 + 0,01 mg.kg™* As). V ihli¢i sa nachddzali vy3sie koncentracie As'", kdezto AsY
bol viac dominantny v kmenoch stromov. Metylované formy arzénu (MMA a DMA) boli
v rastlindch detegované len v stopovych koncentraciach (Haug et al. 2004). Avsak P.
menziensie je nevhodny kandidat na pouZitie v praxi, pretoze rastie velmi pomaly, ¢o je
nevyhodnd vlastnost pre rastliny, ktoré by potenciondlne mohli byt vyuZivané pri
fytoremediacii.

Taktiez druhy rodu Ocimum (O. tenuiflorum, O. basilicum a O. gratissimum) boli skimané
ako potencionalne hyperakumuldtory As. Maximalna akumuldcia pri vSetkych troch druhoch
bola pri koncentracii 100 uM As'"' pri 10 diovom oSetreni. Najviac As bolo akumulované v O.
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gratissimum (831 mg.kg! ) nasledovanym O. basilicum (764 mg.kg* ) a O. tenuiflorum (662
mg.kg!). O. gratissimum vykazovalo najvysSie koncentracie As v nadzemnych c¢astiach
rastliny, preto je najlep$im kandidatom stat sa fytoremedidtorom z rodu Ocimum. Dal$ou
vyhodou je, Ze As sa nenachdadzal vo vysokych koncentracidch v esencialnych olejoch, ktoré
s hojne vyuzivané ako konec¢ny komercny produkt. DOlezitym pozitivom je, Ze ide o rastliny,
ktoré sa lahko odstrafuju jednoduchym vykorenenim. VyuzZitie rodu Ocimum ma velky
potencial na fytoremedidciu, pretoze by teda prinieslo dvojité vyhody. Okrem potencialu pri
Cisteni kontaminovaného miesta su tu hospodarske vyhody, ako je vytaZok esencidlnych
olejov. Avsak tieto oleje sa pouzivaju v medicine a schopnost akumulovat As je pre lekarske
potreby nevyhodna. Preto by fytoremediacia pomocou rodu Ocimum mala byt prisne
regulovanad (Siddiqui et al. 2013). Nevyhoda je aj mala biomasa, ktoru tvoria a potencionalne
riziko vyuzivania listov ako koreniny, kde sa As akumuluje vo vysSich koncentraciach.

7. Fytoremediacia

Pod pojmom fytoremediacia su zahrnuté metddy, ktoré vyuzivaju rastliny na odstranenie,
redukciu, degradaciu alebo imobilizaciu nebezpecnych kontaminantov zo substratu, ktoré
ohrozuju Zivotné prostredie. K fytoremediacnym technikdm sa vyuZivaju prirodzené
vlastnosti rastlin alebo geneticky upravené rastliny (napr. Rai et al. 2020). Preukazali sa aj
pozitivne vysledky pri pokusoch o vycistenie substratu od organickych zluéenin, ale najvacsi
zaujem aj uUspechy sa preukdzali pri remedidciach pod, ktoré su znedistené kovmi
a polokovmi. Fytoremediacné techniky vyuZivaju hyperakumulatory, ktoré dokazu tolerovat
a akumulovat vyssie koncentracie kontaminantov ako iné nehyperakumulujice rastliny.
Napriek tomu, Ze hyperakumulatory vedia tolerovat zvysenu koncentraciu kontaminantov,
nedokdzu dlhodobo preZit vextrémnych podmienkach (velmi vysoké koncentracie
kontaminantu), preto su fytoremediacné techniky vhodné len do nizko a stredne
kontaminovanych oblasti. Fytoremediacné technoldgie si vhodné na vycistenie velkych
ploch. Jedno z hlavnych obmedzeni fytoremediacie spociva v tom, 7e hibka Cistenia pod je
obmedzena hibkou koreriového systému jednotlivych rastlin, ktoré su pouzité. Podla rastlin,
ktoré su pouZité sa vycistenie substratu moze dosahovat niekolko centimetrov az niekolko
metrov (Vara Prasad and de Oliveira Freitas 2003).

Efektivnost fytoremediacnych technik zavisi na velkosti vytvorenej biomasy (¢im mensie
rastliny, tym je mensia akumuldcia As v rastlinnom tele) a na schopnosti transportovat
kontaminanty do nadzemnych casti rastliny, aby sa efektivnejSie mohol kontaminant
odstrariovat zberom. Preto dolezitym faktorom rastliny, ktord sa vyuZiva na fytoremedidciu
je efektivny transport kontaminantu z koreflov do nadzemnych casti rastliny, ateda
koncentracia kontaminantu by mala byt vyssia v nadzemnych Ccastiach rastliny. The
bioconcentration factor (BF) je definovany ako pomer koncentrdcie kontaminantu v péde ku
koncentracii v rastlinnom tele. Tieto hodnoty BF lepSie charakterizuju hyperakumuldciu ako
samotnd koncentrdcia kontaminantu v rastlinnych pletivach (Fayiga and Saha 2016).

Fytoremediacia pozostava zo Styroch réznych rastlinnych technoldgii, z ktorych kazda ma
odlisny mechanizmus uéinku na sanaciu pody, sedimentu alebo vody znedistenej kovmi
(napr. Vara Prasad and de Oliveira Freitas 2003). Patria sem:

e fytostabilizacia, kde na rozdiel od inych fytoremediac¢nych technik nie je cielom
odstranenie kovovych kontaminantov z lokality, ale ich stabilizacia a zniZenie rizika
pre ludské zdravie a Zivotné prostredie. Rastliny, ktoré sa vyuzivaju na fotostabilizaciu
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by nemali dobre translokovat skodlivé kontaminanty do nadzemnych ¢asti, pretoze
tak by ich mohli [udia alebo zvieratd konzumovat atym by sa dostali do
potravinového retazca. Je to vyhodna technika na zniZenie rizika kontaminacie na
miestach, kde podmienky nedovoluju okamzité vyuzitie inych fytoremediaénych
technik alebo tieto znecistené oblasti nie su prioritou. Fytostabilizacia sa komercne
pouZziva na pody, ktoré su znedistené Pb, Zn a Cu.

fytovolatilizacia, ktord zahfiia pouZitie rastlin na extrakciu urcitych kovov z pédy a ich
naslednym prchavym uvolfiovanim do atmosféry. Takymto spésobom sa mézu
odstranovat kovy, ktoré moéZu byt aj vplynnej faze, teda As, Hg aSe. Ide
o najkontroverznejsiu fytoremediacni metdédu, pretoze Hg a Se sU vysoko toxické
aich vypustanie do atmosféry nie je bezpecné. Na rozdiel od rastlin, ktoré sa
pouzivaju na fytovolatilizaciu Se, su rastliny, ktoré sa pouzivaju na prchanie Hg,
geneticky modifikované organizmy. AvSak tato metdéda by sa nemala pouZivat
v blizkosti ludskych miest, pretoze sa kontaminanty dostdvaju do ovzdusia a tak by
mohli mat negativny vplyv na zdravie obyvatelstva.

rhizofilizacia, ktora zahffia pouZitie rastlin na cistenie réznych vodnych prostredi.
Rhizofiltracia je sfubnou alternativou ku konvenénym odstrafiovaniam kovov vo
vodnom prostredi. Princip rhizofiltracie je hydroponické pestovanie rastlin. Tie sa
presadzaju do znelistenych vod, kde akumulujid kovy do svojich korenov
a nadzemnych casti. Na Uspesné vycistenie vod rhizofiltraciou je doleZity je vyber
rastliny podla vhodnych vlastnosti ako su: vysokd tolerancia aakumuldcia
kontaminantu/ov, lahkd manipulacia, nizke naklady na dadrzbu a minimalne
mnozstvom sekunddrneho odpadu, ktory si vyzaduje likvidaciu, vysokd tvorba
korerfiove] biomasy. Kvoli tvorbe dostatocnej korerovej biomasy su na rhizofiltraciu
vhodnejsie terestrické rastliny, ktoré tvoria dlhé vlaknité korenové systémy
s dostatocnou plochou na absorpciu kontaminantov. VyuZivanie tejto remediaénej
techniky podporuju jej vyhody. Je to lacna, efektivna metdda, ktora sa da pouiZit na
SirSie spektrum kontaminantov. Medzi dalSie vyhody patri ekologickost, pretoze sa
nemusia vyuZivat chemikalie, ktoré sa pouZivaju pri konvencénych remediaénych
metddach av neposlednom rade je to estetickd strdnka, ked sa na znecistenych
miestach vysadia rastliny toto miesto je vnimané verejnostou ako Cisté a zdravé.
VyuZiva sa na fytoremediaciu Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn a As a taktiez aj na sandciu
radioaktivnych prvkov ako napr. U.

fytoextrakcia, kde rastliny absorbuju kovy z pédy a premiestnuju ich do zberatelnych
Casti rastlin (nadzemné (asti), kde sa akumuluju. Terminy fytoextrakcia
a fytoremediacia su c¢asto, a nespravne oznacované ako synonyma. Fytoextrakcia
vyuziva hyperakumuldtory na Cistenie podnych substratov. Nadzemné casti rastlin
(alebo celé rastliny aj s korenmi) sa zbieraju, a tak sa kontaminanty natrvalo odstrania
z pody. Nevyhodou fytoextrakcie je, Zze to je dlhodoby proces, ktory musi byt
sprevadzany viacerymi cyklami zberu nadzemnych casti, aby sme dostali poZzadovany
vysledok-. Vyber lokality ma prvorady vyznam. Fytoextrakcia je pouZitelnd iba na
miestach, ktoré obsahuju nizke aZz stredné Urovne znecistenia kovmi, pretoze
pestovanie rastlin na silne znecdistenych podach nie je mozny v dlhodobom horizonte.
Fytoextrakcia je vhodna na sanaciu velkych ploch pody, ktoré si kontaminované v
plytkych hibkach. Kovy v pdde musia byt biologicky dostupné. Dolezité su taktie?
vlastnosti rastlin. Pre najvyssi uc¢inok musime mat rastlinu, ktord ma vysoku tvorbu
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biomasy a schopnost vysokej akumuldcie daného kovu, ktory musia tolerovat. Medzi
dalSie vhodné vlastnosti rastlin patri schopnost tolerovat tazké podne podmienky (t.].
pH pody, slanost, Struktura pédy, obsah vody), produkcia hustého koreriového
systému, lahka starostlivost a vysadba a malo problémov s patogénmi a herbivormi.
PouZiva sa na fytoremediaciu Zn a najma As. Fytoextrakciou mézeme z pbdy ziskat aj
vzacne kovy, ktoré su vyextrahované z popola aslizia ako zdroje prijmov. Tuto
techniku nazyvame fytomining.
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Obrdzok 3: Osud kontaminantu pri najpouZivanejsich fytoremediacnych technikdch pody (Pilon-Smits 2005):
moéZe byt v rhizosfére stabilizovany alebo degradovany. V nadzemnych castiach méZe byt uloZeny do rastlinnych
pletiv, degradovany alebo premeneny na prchavu formu a vpusteny do atmosféry

7.1. Vyuzitie hyperakumulatorov As pri fytoremediacii znecistenych pod
7.1.1 Fytoextrakcia As

Fytoextrakcia As bola najviac preskimana na prvom znamom hyperakumulatore As, teda P.
vittata. Vo vsetkych pokusoch, ktoré skimali ucinnost fytoextrakcie pomocou P.vittata sa
finalna koncentracia As v péde vyrazne znizila. Tieto vysledky nam naznacuju, Zze P. vittata
ma potencial pre fytoremediaciu As touto cestou (napr. Fayiga and Ma 2005; Kertulis-Tartar
et al. 2006) .

V studii Fayiga and Ma (2005), ktora skimala ucinok P. vittata pri fytoextrakcii pri podach,
ktoré boli znecistené ré6znymi formami As, boli vSetky rastliny pestované v skleniku. Po
Siestich tyzdnoch bola koncentracie As znizend okolo 20% v zavislosti na typu podach. V
jednotlivych po6dach bola . Potencidl tejto paprade pre fytoextrakciu arzénu potvrdil aj
dlhodoby pokus Kertulis-Tartar et al. (2006). Poc¢as dvoch rokov sa koncentracia As v pode
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priemerne znizila o 26,3%, aviak zniZenie koncentracie As sa li$ilo medzi réznymi hibkami, ¢o
sa da vysvetlit, tym, Ze najblizSie k povrchu sa nachadza najviac korenov. Autori Kertulis-
Tartar et al. (2006) sa domnievaju na zaklade tychto vysledkov, Ze na Uplné vycistenie pody
do hibky 15 cm by bolo potreba 8 rokov.

Fytoextrakcia pomocou P. vittata je velmi dlhy proces, preto sa dalSie Studie zameriavaju na
urychlenie tohto procesu. Ako nddej na zrychlenie ,Cistenia” pody od As je pridanie fosforu
do pody vo forme fosfatov, pretoze fosfaty maju Strukturnu analégiu k fosfatu a fosfatové
transportéry sa velkou mierou podielaju na prijme As" z pddy (Shin et al. 2004) . Po pridani P
pomocou rozpustného hnojiva DAP (diamdéniumfosfat) sa znizila koncentracia As v pode
0 34% po dvoch rastovych cykloch v skleniku. Pri kontrole sa zniZila koncentracia As len
0 18%. Tieto vysledky naznacuju, Ze pouzitie DAP pri fytoextrakcii modze zvysit jej efektivitu,
avsak su nutné dalSie pokusy vteréne (Mandal et al. 2012). Vinej Studii porovnavali
dlhodoby ucinok fosfatov na zvySovanie efektivity fytoextrakcie As. V tejto Studii Lessl et al.
(2014), ktora trvala 3,5 roka, porovnavali efektivnost fytoextrakcie v pdédach s obsahom
rozpustnych fosfatovych hnojiv oproti pédam s obsahom nerozpustnej fosfatovej horniny. Po
3,5 roku fytoextrakcie bola celkova koncentracia As vo vsetkych pouzitych pddach
s obsahom nerozpustnej fosfatovej horniny o priblizne polovicu. Koncentracie As v podach,
ktoré boli oSetrené rozpustnym fosfatovym hnojivom bola koncentrdcia As zniZzend o cca
40%. Toto naznacuje, Ze z dlhodobého hladiska je lepSie pre sandciu As nerozpustnd forma
fosfatu.

7.1.2. Rhizofiltracia As

Aj ked je P. vittata suchozemskd rastlina, bola pouzZitd, ako najpreskimanejsi
hyperakumuldtor As, vréznych pokusoch na odstrafiovanie As z podzemnych véd. Vo
vSetkych tychto pokusoch boli rastliny pestované hydroponicky v kontaminovanych
podzemnych vodach, aby sa vyhodnotila ich Ucinnost na odstrariovani As z kontaminovanych
vod pod hranicu 10 pg.I?, ktora bola stanovend ako maximalna povolend hodnota pre pitnu
vodu od USEPA a WHO. V studii Tu et al. (2004) poukazali, Ze staci jedna rastlina P. vittata
pestovand v 600 ml znecistenej podzemnej vody s koncentraciou As 46 ug.I, aby efektivne
znizila koncentraciu As na 10 pg.It za 3 dni. ZniZenie koncentracie v podzemnej vode
dosiahlo 78,3%. V tomto pokuse taktieZ zistili, Ze mladé zdravé rastliny (trojmesacné) rastliny
dvakrat viac vychytdvaju As ako starSie (rocné) rastliny v tej istej velkosti, pretoze prijem
idnov mladymi rastlinami je vy3si ako pri starSich rastlinach.

V studii Natarajan et al. (2008), ktord sa zameriavala na déleZitost hustoty rastlin P. vittata
a vyzivy na efektivnost deplécie As z kontaminovanych spodnych vod, rastliny boli pestované
v 30 litrovej nddobe s kontaminovanou vodou (130 pg.It) v rdznych poétoch. Ukazalo sa, Ze
nizke koncentracie fosforu (15%) napomadhaju k odstranovaniu As s vody. Vysledky z tejto
Studie naznacuju, ze pre kratkodobu fytofiltraciu vody kontaminovanej As moze vyssia
hustota rastlin a nizsie hladiny P zvysit rychlost deplécie As (Natarajan et al. 2008). V studii
Natarajan et al. (2011) autori zistili, Ze rychlejsie Cistia rastliny, ktoré maju uz vyvinuty
koreriovy systém, koncentracia As v kontaminovanej spodnej vode klesla zo 180 na >10 pg.I*?
za 6 tyzdnov, oproti tomu rastliny bez plne vyvinutého koreriového systému mali spodnu
vodu, ktord obsahovala na zacdiatku 140 pg.I"*As a na vycistenie pod 10 pg.l"! potrebovali 8
tyzdnov. Tieto vysledky naznacuju, Ze starsie rastliny, ktoré maju dobre vyvinuty korenovy
systém su efektivnejsie pri vychytavani arzénu z kontaminovanych vod.
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7.1.3. Likvidacia As po fytoremediacii

Je dolezité najst cestu ako zlikvidovat rastlinny material po fytoextrakcii a rhizofiltracii, ktory
je bohaty na As bez poskodenia Zivotného prostredia. V studii Cao et al. (2010) autori
poukazali na moznost kompostécie rastlinného materidlu bohatého na As ako medzikrok
pred likvidaciou rastlinného materialu po fytoremedidcii As. Napriek efektivnemu ,,Cisteniu”
pod alebo podzemnych vod As pomocou P. vittata vyzva spociva v efektivnej likvidacii
zozbieranej biomasy. PretoZze ak nebude dostatocne efektivna likvidacia, moze biomasa
bohata na As spdsobovat sekundarne znedistenie, a tym padom by bola remediacia velmi
neefektivna. Preto by sa dalSie vyskumy mali zameriavat na efektivnu likvidaciu alebo
recyklaciu As bohatej biomasy (Fayiga and Saha 2016).

7.2 Vyuzitie geneticky modifikovanych rastlin pre hyperakumulaciu/fytoremediaciu As

Prirodzené hyperakumuldtory, ktoré sa vyuzivaju na fytoremedidciu maju vela nedostatkov
(aredl vyskytu, maly rast biomasy, ukladanie As do casti, ktoré sa jedia, atd.), preto je
vyhodnejsie geneticky upravovat rastliny, aby sa tieto nedostatky zminimalizovali.

Podla vysledkov roznych studii, sa zda, Ze vhodnou stratégiou pre zvySenie akumuldcie je
zvySenie prijmu arzénu pomocou roznych transportérov napr. PHT1;1 (vysokoafinitny
fosfatovy transportér), kedy mutované rastliny Arabidopsis vykazovali dvojndsobnu
akumulaciu AsV (Catarecha et al. 2007). Transportér kyseliny kremicitej Lsil (NIP protein) ma
hlavna dlohu pri prijme As"' v rastlinach ryZe, pretoze rastliny, v ktorych bol knockoutovany
gén pre Lsil vykazovali ovela nizsie koncentracie As" ako nemutantné wildtype rastliny.
Tieto vysledky ndm naznacuju, Ze izolaciou a vnesenim tohto génu do inych rastlin by mohlo
viest k zvySenej akumulacii a tym padom k efektivnejsej akumulacii (Ma et al. 2008). PvTIP4;1
(TIP protein) z hyperakumulatora P. vittata bol vneseny do A. thaliana a tie vykazovali vyssiu
akumulaciu As'"' ako nemutantné rastliny.

Vhodnou stratégiou pre vytvdranie rastlin s hospoddrskym vyuZitim , ktoré netransportuju As
do jedlych casti je pouzitie transgénnych rastlin ryze, ktoré maju knockoutovany gén pre
OsLsi2 (transportér kyseliny kremicitej), ktory je zodpovedny za translokdciu As" do

nadzemnych ¢asti rastlin a ryZovych zfn, ale nie je zodpovedny za prijem As''.

U baktérii sa ukazalo niekolko mechanizmov, ktoré prispievaju k tolerancii As (Gadd 2019).
Ukazalo sa, Ze hyperakumulator P. vittata ma podobné molekuldarne mechanizmy na
toleranciu voci As ako baktérie (Cai et al. 2019). V tomto experimente boli identifikované 3
gény PvGAPC1 (glyceraldehyd 3-fosfatdehydrogendza, ktord ma ovela vysSiu afinitu
k arzendtu ako k fosfatu), PvOCT4 (transportér organickych katidonov, podiela sa na
metabolizme zachyteného arzénu), PvGSTF1 (glutation S-transferaza s arzendatreduktazovou
aktivitou), ktorych expresia je regulovana pritomnostou arzénu a su potrebné pre toleranciu
voCi As. Znalost tychto 3 génov ndm poskytuje moznost v buduicnosti geneticky manipulovat
s rastlinami, aby sme dodali pozadované vlastnosti pre fytoremediaciu (Cai et al. 2019). Gén
arsM (gén pre bakteridlne S-adenosylmetyltransferdzu zodpovednu za metylaciu
a volatilizadiu As), ktory je odvodeny od baktérie Rhodopseudomonas palustris a bol
inzertovany do Oryza sativa cv. Nipponbare. Medzi rastlinami svnesenym génom
a kontrolnymi rastlinami nebol signifikantny rozdiel medzi narastom biomasy a celkovej
akumuléacie As, ale transgénne rastliny mali nizSiu akumuldciu As vo svojich korerioch.
Doteraz nie je identifikovany rastlinny mechanizmus na metylaciu a volatilizaciu As. Aj ked'
vysledky tejto Studie ukazuju len malé mnoZstvo volatilizovaného As (0,06%), je tu mozZnost
optimalizovat expresiu a reguldciu arsM, tak aby technolégia volatilizacie bola pouzitelna aj
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v praktickej fytoremediacii (Meng et al. 2011). Dal$i zaujimavy gén ScACR3 (arzén reduktaza
pre As"', zodpovedny za eflux arzenitu) bol naklonovany z S. cerevisiae expresia bola riadena
pod 35S CaMV promotorom do O. sativa a tym sa zvysila tolerancia rastlin ryZe voéi As"" (pri
40 puM osSetreni sa neukdzali Ziadne toxické ucinky As). Koncentracia As v korenoch,
nadzemnych castiach rastliny a v zrnach bola znizena, ¢o je vyhodné pre prevenciu vzniku
ochoreni sposobenymi toxicitou As. Na druhej strane takto vytvorend transgénna rastlina
nema potencidl pre fytoremediaciu, pretoZe bol zvy3eny koreriovy eflux As" do substratu
(Duan et al. 2012). Dalej bol izolovany gén AtACR2 (arzénreduktaza2, redukcia As" na As"') z
Arabidopsis thaliana a vneseny do tabaku a expresia riadend pRbcSla (promotor malej
podjednotky RUBISCA 1a). Takto vytvorené transgénne linie tabaku vykazovali vyssiu
kli¢ivost ako kontrolné netransgénne rastliny, a to najma pri vy$3ich koncentracidch As¥ (100
a 200 uM AsY). Aj ked rast trasgénnych rastlin aj kontrolnych rastlin bol vyrazne negativne
ovplyvneny AsY, tak mutantné rastliny boli napohlad zdravsie (listy mali zelen$ie a vykazovali
menej chlordzy), ¢o im umozZnilo dozriet a vytvorit semena. Oproti tomu netransgénne
rastliny zhnili. Suchd hmotnost koreriov transgénnych rastlin bola az 6,5 krat vyssia ako pri
netransgénnych rastlindch. Pri mutantnych rastlinach bola nizsia akumulacia v nadzemnych
astiach rastliny ako pri netransgénnych rastlindch (28:40 pg.g® suchej hmotnosti) , ale
v korefioch bola naopak vy$sia (2400:2100 pg.g! suchej hmotnosti). Tieto vysledky
naznacuju, Ze rastliny, do ktorych je vneseny gén AtACR2, méieme vyuZit dvojitym
sposobom: mdze byt vyuZivany pre fytoremedidciu, pretoZe sa zvysila tolerancia voéi AsY
a taktieZ sa zvysil prijem AsY. A druhym spdsobom vyuZitia je vytvorenie transgénnych linii
hospodarskych rastlin, ktoré akumuluju relativne menej arzénu do jedlych nadzemnych Casti
rastlin (Nahar et al. 2017). Dal$im problémom je, e v zamorenych oblastiach sa vyskytuje
kontamindcia dvomi kovmi napriklad As a Cd, preto boli vyvinuté transgénne linie, ktoré su
ucinné pri sanacii takto znecistenych stanovist (Rai et al. 2020). Po Uspesnej transformacii
génov AsPCS1 (gén pre As fytochelaninreduktazu z cesnaku) a ScYCF1 (vakuolarny ABC
transportér GSH, zvysujuci odolnost voc¢i Cd zo Saccharomyces cerevisiae) do A. thaliana
vznikli dvojité mutanty, ktoré nemali poSkodenu elongdciu korefov na rozdiel od
kontrolnych netransgénnych rastlin, tieto vysledky nam naznacuju, Ze takéto mutanty maju
vysSiu toleranciu k As aj Cd. Taktiez tieto dvojité mutanty vykazovali vy$sSiu akumulaciu As
alebo Cd ako kontrolné netransgénne rastliny, a to vdaka zvySenej syntéze fytochelatinov
(dolezité pre detoxikaciu viz wvysSie). Dvojité mutanty boli porovndvané okrem
netransgénnych rastlin aj s jednoduchymi mutantami, ktoré mali vneseny bud gén AsPCS1,
alebo gén ScYCF1. Atieto dvojité mutanty vykazovali lepSie vysledky (Ci uz pri elongacii
korefiov alebo akumulacii), ¢o ndm naznaduje, Ze takto vytvorené dvojité mutanty maju
perspektivu pre vyuzivani vo fytoremediacnych technikdch (Guo et al. 2012).
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8. Zaver

Kontamindacia prostredia arzénom je velky problém takmer v celom svete. Pomocou rastlin
sa tento tazky kov mozZe dostdvat do potravinového retazca a sposobovat tazké patoldgie
u Zivocichov aj ludi. Rastliny, ktoré Ziju v takto kontaminovanom prostredi sa sami musia
vysporiadat s fytotoxickym uc¢inkom arzénu réznymi mechanizmami. Odolnost voci arzénu je
velmi specifickd medzidruhovo a pri hospodarskych plodinach dokonca je odolnost rozdielna
aj pri roznych varietach tychto plodin. Hyperakumulatory su rastliny, ktoré dokazu prezit
v prostredi s nadmerne vysokymi koncentraciami tazkych kovov, akumuluju tazké kovy do
nadzemnych casti rastlin v omnoho vys$sich koncentracidch ako sa vyskytuje v péde alebo
nehyperakumulujucich rastlinach. Vdaka tymto vlastnostiam ich mézeme vyuZzivat pri Cisteni
kontaminovanych po6d alebo vdéd pomocou sanacnej techniky, ktora sa nazyva
fytoremediacia.

Vo svojej praci som sa snazil zhrnut vsetky poznatky ohladom fytotoxicity arzénu,
hyperakumuldtorov a ich vyuzitie pri r6znych fytoremediacii arzénu. Zatial vSetky objavené
arzénové hyperakumuldtory maju svoje nedostatky, ako je napriklad uzka ekologickd nika,
pomaly rast alebo maly objem biomasy. Tieto nedostatky vedu ktomu, Ze efektivnost
fytoremediacnych technik castokrdt nedosahuje efektivnosti konvencnych sanacénych
technik. Nadejnou alternativou k hladaniu idealneho prirodzeného hyperakumulatora je
geneticky modifikovat rastliny, ktoré by mali vlastnosti zvysujuce efektivnost fytoremediacie.
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