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SOUHRN: 

  Za účelem zjištění meziodrůdových odlišností ve schopnostech degradovat nitrosloučeniny 

byly u 18 odrůd rostlin lnu (Linum usitatissimum) prováděny testy inhibice elongace kořínků 

klíčících rostlin v médiích s různou koncentrací TNT (trinitrotoluen). Průběh křivek závislosti 

délky kořínku na koncentraci TNT byl velmi pestrý. Výsledky byly zkresleny skutečností, že 

pět odrůd špatně klíčilo i při nulové koncentraci TNT. Od šesti odrůd byly vypěstovány 

kalusové kultury a od tří z nich byly odvozeny suspensní buněčné kultury. Suspensní kultury 

byly testovány na schopnost degradovat TNT a DNT (dinitrotoluen) v médiu. Úbytek TNT, 

resp. DNT a výskyt degradačních produktů byl měřen pomocí HPLC. Bylo zjištěno, že DNT 

v koncentraci blízké maximální rozpustnosti je pro buňky vysoce toxický, na rozdíl od TNT. 

Jako hlavní degradační produkty TNT byl zjištěn trinitrobenzen, 2-aminodinitrotoluen a 4-

aminodinitrotoluen. Dále byla prováděna 2D elektroforéza se vzorky z kultur dvou odrůd 

stresovaných DNT a TNT. Byl zaznamenán nárůst proteinové hustoty v určité oblasti u DNT, 

ale u TNT se nepodařilo objevit společné tendence ve smyslu změny genové exprese. 
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ABSTRACT: 

  Seed root inhibition tests with 18 species of flax (Linum usitatissimum) were carried out with 

different concentrations of TNT (trinitrotoluene) in order to elucidate intervarietous 

differences regarding their abilities to degrade nitrocompounds. The curves demonstrating 

dependency of root lengths on TNT concentrations varied significantly. The outcomes were 

influenced by the fact that five of the species germinated problematically even with the zero 

level of TNT. Callus cultures were grown from six of the species and cell suspension cultures 

were derived from three of them. Cell suspension cultures were tested on the ability to 

degrade TNT and DNT (dinitrotoluene) present in the medium. The decrease of TNT or, 

respectively, the decrease of DNT concentrations in the medium was measured by HPLC. It 

was discovered that contrary to TNT, DNT is very toxic for the cells when its concentrations 

get close to the level of maximum solubility. Trinitrobenzene, 2-aminodinitrotoluene and 4-

aminodinitrotoluene were identified as main degradation products of TNT. Further on, 2D 

electrophoresis was performed with samples from cultures of two species stressed by DNT 

and TNT. In case of DNT an increase of protein density was marked in a certain area while in 

case of TNT no similarity was found between responses of the said stressed cultures.  
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1. ÚVOD 
 

 

  Globální znečištění životního prostředí představuje v dnešní době stále větší problém. Počet 

toxických sloučenin roste s rozvojem chemického průmyslu a navíc i u látek dříve 

považovaných za neškodné byly často objeveny mutagenní a karcinogenní účinky. 

Hygienické normy na prostředí ve kterém člověk žije se zpřísňují, čemuž ovšem neodpovídají 

poměrně malé náklady uvolňované jednotlivými státy na odstranění škodlivých látek z půdy. 

  Elegantním řešením tohoto problému by mohla být fytoremediace, neboť vyžaduje poměrně 

malé finanční náklady. Přestože je tato technologie teprve ve svých počátcích, byly již 

zaznamenány první úspěšné aplikace, a protože potenciál enzymatické degradace v živých 

organismech je nepochybně obrovský, dá se očekávat v této oblasti další rychlý rozvoj.  

Potenciál této metody vyjde najevo obzvláště vezme-li se v potaz synergické působení rostlin 

s mikroorganismy, jejichž diversita v půdě počet možných enzymatických drah a jejich 

kombinací uplatňujících se při degradaci xenobiotik mnohokrát zvyšuje.  

  V neposlední řadě je výhodou rostlinné dekontaminace i estetické hledisko a přímá 

schopnost škodlivé látky rozložit, což může být velký problém u tradičních postupů, jakým je 

třeba zavážka, která řeší problém kontaminované půdy pouze částečně.  

  Do budoucna jsou v této oblasti perspektivní především kulturní rostliny, na které se 

zaměřuje i výzkum v této práci, neboť dobře zvládnutá zemědělská technika umožňuje 

mnohonásobné zvýšení rychlosti dekontaminace půdy, a tím podstatně napomáhá odstranění 

jednoho z hlavních nedostatku fytoremediační technologie, kterým je její časová náročnost.
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

 

2.1. Fytoremediace: 

 

  O nezbytnosti hledání nových efektivních metod čištění životního prostředí svědčí mimo 

jiné zpráva Evropské agentury pro životní prostředí (European Enviromental Agency) z roku 

1999, podle které překračuje počet míst v Evropě, která lze považovat za znečištěná 1,5 

miliónu a nacházejí se na území 13 států EU
1
. Jednou z dosud málo využívaných technologií, 

která však slibuje do budoucna velkou efektivitu je fytoremediace.  

  Jedná se o technologii, která využívá přirozený detoxikační potenciál rostlin k čištění 

kontaminovaného prostředí. Fytoremediace probíhá v znečištěných oblastech v podstatě 

neustále, neboť přirozeným výběrem zde dojde k růstu převážně těch druhů rostlin, které mají 

potenciál degradovat přítomné polutanty (např. Saponaria officinalis v areálu Semtín
2
). 

Přirozený proces ovšem probíhá často nedostatečnou rychlostí a je třeba cíleným zásahem, 

například zemědělskými postupy, jej urychlit. Tato metoda umožňuje při správném 

uspořádání také zamezit úniku nebezpečných látek z odpadních vod (např. při čištění 

odpadních vod v umělých mokřadech). 

  Vegetace také zabraňuje vymývání již kontaminované půdy dešti, čímž brání rozšiřování 

xenobiotik do okolí. Stromový porost s hlubokou kořenovou strukturou (např. topoly a vrby) 

může navíc vytvořit hydraulickou bariéru a odčerpávat kontaminovanou vodu z půdy, čímž 

lze zabránit její šíření do podzemních vod.  

  K čištění půdy se dosud využívaly dosti nešetrné a nákladné postupy, například zavážení, 

které spočívá ve vybagrování a odvezení půdy na jiné místo, čímž se problém řeší pouze 

částečně. Výhody fytoremediačních systémů oproti těmto klasickým metodám spočívají 

především v nízké ceně, využití sluneční energie a šetrnosti k prostředí. Na druhé straně se 

jedná o proces poměrně pomalý a často může vlivem akumulace vysoce stabilních lipofilních 

chemikálií v rostlinách hrozit jejich zavlečení do potravního řetězce. 

  Velkého pokroku ve výzkumu rostlinného metabolismu bylo dosaženo při studiu možnosti 

zavedení nových herbicidů. Bylo zjištěno, že kulturní plodiny jsou narozdíl od plevelů proti 

používaným látkám odolné buď díky schopnosti změnit přímo jejich chemickou strukturu, 

nebo je dokáží konjugovat s vysoce hydrofilní molekulou. Potenciál degradovat xenobiotika 

je tedy u různých rostlin značně rozdílný a zdá se, že tato rozdílnost není v jasném vztahu 

k botanické klasifikaci
3
.  
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  V rostlinách se vyskytují podobné detoxikační enzymy jako lze nalézt u živočichů 

(Glutathion-S-transferasy, cytochromy P 450 atd.), ale v daleko větší variabilitě, neboť 

narozdíl od živočichů se u rostlin daleko méně uplatňují exkreční mechanismy a je vyloučena 

změna stanoviště. Na druhé straně se na kontaminovaných plochách často vyskytuje více 

různých xenobiotik, což činí problematiku fytoremediace složitější. 

  Například fytoremediační pokusy s půdou znečištěnou polyaromatickými uhlovodíky (PAH) 

v prostorech, kde dříve stávaly čerpací stanice ukázaly, že po 2 měsících klesla koncentrace 

některých PAH až o 55%, u jiných jsou však výsledky méně významné a úbytek některých se 

dokonce ve srovnání se vzorkem bez rostlin zpomalil. Z kombinace čtyř druhů (vrba, topol, 

trojlístek, řepka) však vždy některý vykazoval schopnost danou sloučeninu degradovat.
4
 

  Zatím je fytoremediační technologie lépe přijímána v USA, než v Evropě. Fytoremediační 

projekty jsou podporovány vládou především pro jejich nízké náklady. Ze státního rozpočtu je 

na tyto účely věnováno 100-150 dolarů ročně (0,5% remediačních nákladů). Narozdíl od 

Evropy zde existují již i komerčně vyráběné fytoremediační systémy.
5
 

   

2.1.1. Možnosti fytoremediačních systémů: 

 

2.1.1.1. Fytoextrakce:  

 

Tato technologie využívá schopnost některých druhů rostlin přijmout a akumulovat 

anorganické kontaminanty. Jedná se hlavně o těžké kovy, včetně radionuklidů. Tyto prvky 

jsou pro rostliny přístupné hlavně ve formě vodných roztoků. Některé rostliny, tzv. 

hyperakumulátory, jsou dokonce schopné ve velké míře akumulovat prvky i při jejich 

nízké koncentraci v půdě. Za takovou rostlinu lze považovat například Thalspi 

caerulescens (nejvýznamnější hyperakumulátor). V některých případech může být 

dokonce výhodné následně získávat kovy z rostlin zpět. Tento proces bývá označován 

jako rostlinná těžba (phytomining)
6
. 

 

2.1.1.2. Rhizofiltrace:  

 

V průběhu filtrace tekoucí vody skrze kořenovou strukturu dochází ke koncentraci a 

precipitaci ve vodě rozpuštěných xenobiotik. Tento postup je vhodný pro odstranění 

nízkých koncentrací kovů z vodných roztoků. Při rhizofiltraci radionuklidů vykazovaly 
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vysokou schopnost akumulace například rostliny Brassica juncea nebo Helianthus 

annuus
7
.  

 

2.1.1.3. Fytovolatilisace:  

 

Některé organické látky, např. trichlorethylen a polychlorované bifenyly, nepodléhají 

degradaci v půdním prostředí, zato mohou reagovat v atmosféře. Touto metodou bylo 

dosaženo u topolu (rod Populus) volatilisace až 90% přijatého trichlorethylenu. Rostliny 

mohou také redukovat rtuťnaté ionty na kovovou rtuť, která se následně díky svým 

fysikálním vlastnostem vypaří. Byly vypěstovány transgenní rostliny Arabidopsis thaliana 

a Liliodendron tulipifera, které exprimovaly reduktasu rtuti a byly vysoce odolné vůči 

přítomnosti Hg
2+

 iontů
8
. 

 

2.1.1.4. Fytostabilisace:  

 

Rostliny mohou také snižovat pohyb kontaminantu v prostředí pomocí kořenů. Zpevní 

půdu, zabrání erosi a sorbují kontaminant, který mohou dále zabudovat do rostlinných 

struktur, převést do nerozpustné podoby (např. olovo ve vazbě na fosfát), redukovat či 

oxidovat. 

 

2.1.1.5. Fytodegradace:  

 

Rostliny ve spolupráci s mikroorganismy transformují xenobiotika a snižují tak jejich 

toxický potenciál. Takto lze degradovat např. ropné produkty, PAH, chlorované pesticidy, 

výbušniny, detergenty, organofosfáty atd.
9
 

 

2.1.1.6. Další možnosti fytoremediačních systémů: 

 

  Další způsob využití rostlin, který je již dlouho uplatňován v praxi jsou uzávěry skládek. 

Využíván je především travní porost, pod kterým je vrstva půdy, nepropustná geomembrána a 

vrstva málo vodivého materiálu. Tráva zabraňuje erozi a zvyšuje evapotranspiraci, čímž 

pomáhá uchovávat skládku suchou a zabraňuje průsakům do spodních vod. Zároveň je 

zamezeno kontaktu s kyslíkem a uvolňování kontaminantů do atmosféry. 
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  Technologie vegetačních krytů naopak využívají schopnosti rostlin dosáhnout kořeny skrze 

půdu až ke kontaminaci. Je tak umožněn průnik kyslíku a vody do kontaminované vrstvy, 

čímž je podpořena biodegradace, omezena produkce plynu a znečištění je rychleji 

stabilizováno.
10

 

 

2.1.3. Druhy fytoremediačních systémů: 

 

  Mokřady (constructed wetlands) – buď s průtokem pod, nebo nad povrchem substrátu. Tato 

metoda je vhodná pro čištění odpadních vod. Je třeba vytvořit dostatečný kořenový systém 

pro rhizofiltraci. Často hraje významnou roli synergie s mikroorganismy v substrátu, je tedy 

nutno okysličovat a dodávat potravu pro mikroorganismy.  

  „Pobřežní zarážka“ (riparian buffer) – vysazení rostlin podél břehů ochraňuje vodu proti 

zemědělskému, průmyslovému a jinému znečištění. Efektivita se potvrdila v případě pesticidů 

a herbicidů. 

  Hydroponické systémy – rostliny jsou vypěstovány hydroponicky, či na umělém substrátu ve 

sklenících a následně je substrát nahrazen proudem kontaminované vody. Tento způsob byl 

úspěšný v případě radionuklidů. 

  Farmy – kontaminovaný materiál je zaorán do pohnojené půdy a následně oset či zatravněn 

za pomocí běžných zemědělských postupů (kypření, zavlažování,...). Je výhodné přidat do 

půdy také melasu a nasekanou trávu.
11

  

  Degradace radioaktivně značeného TNT tímto způsobem byla potvrzena přítomností 
14

C 

v biomase. Při zalévání ovšem hrozí nebezpečí rozšíření polutantu ve vodném roztoku a tuto 

možnost je třeba brát v úvahu při projektování fytoremediačních systémů. V nedávné době 

byla objevena určitá možnost zpětné desorbce TNT, aminonitrotoluenu a 

diamononitrotoluenu (jeho degradačních produktů) z kontaminované půdy přirozeným 

surfaktantem.
12

 

 

  Bioremediační technologie nevyužívající rostlin pracují také s bioreaktory, ve kterých je 

půda rozptýlena ve vodě a za dodávání živin mikrobiálně dekontaminována. Další možností je 

kompostování, které je obzvláště vhodné pro půdu kontaminovanou municí. Půda je smíchána 

s organickými substráty, které jsou obvykle produkty zemědělské výroby. V systémech, které 

střídaly anaerobní a aerobní kompostování došlo v první (anaerobní) fázi k redukci 
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nitrosloučenin na amino a diaminosloučeniny a následně za přístupu vzduchu došlo 

k eliminaci většiny produktů pomocí kovalentní vazby v půdě.
13

  

 

2.2. Xenobiotika   

 

  Ve většině případů jsou xenobiotika vysoce lipofilní ionisovatelné molekuly, které rozpojují 

elektronový transfer a tvorbu ATP. Již poměrně nízké koncentrace těchto látek jsou natolik 

toxické, že zabraňují klíčení i růstu rostlin. Fysikální a chemické vlastnosti půdy často 

napomáhají poněkud koncentrace přijímaného xenobiotika snížit. Navíc rostliny uchovávají 

část těchto látek v apoplastu (v buněčných stěnách apod.), čímž je koncentrace skutečně 

působící na buňku opět podstatně snížena.  

 

2.2.1. Nitrosloučeniny 

 

  Přirozeně se tyto látky vyskytují velmi omezeně. Bylo popsáno pouze několik sloučenin 

obsahujících jednu nitroskupinu, které vznikají biologickou cestou. Například oxypyrolnitrin, 

nitropyoluteorin, phydolopin, a chloramfenikol, který se vyznačuje vysokou toxicitou pro 

mikroby a je využíván jako antibiotikum. Nitroaromatické sloučeniny mohou vznikat i 

abioticky fotochemickou reakcí v atmosféře, ale většina těchto látek v biosféře je výsledkem 

lidské činnosti.
14

 Jejich malý přirozený výskyt vysvětluje v podstatě jejich toxicitu, neboť na 

organismy nebyl dříve vytvářen selekční tlak, který by vyvolal tvorbu enzymatických drah 

pro jejich detoxikaci. 

  Z hlediska kontaminace životního prostředí hrají nejdůležitější roli nitroaromáty, především 

1,3,5-trinitrotoluen (TNT, viz obr. č. 1), neboť byl v minulém 

století hojně využíván jako výbušnina. Jedná se o nažloutlou 

krystalickou látku (rhomboredrická soustava – krystalisuje na 

jehlicovité či sloupcové krystaly) o hustotě 1,663 g/cm
3
, 

teplotě tání: 80,7 ˚C a teplotě varu.: 210-212˚C. Nad 35˚C je 

plastická. Rozpustnost ve vodě je při pokojové teplotě 100-200 

mg/l. Dobře se rozpouští ve většině organických rozpouštědel. 

Nebezpečí nastává při styku s alkaliemi při zvýšené teplotě, 

kdy se rapidně zvyšuje výbušnost. Poprvé byl  připraven Willbrandtem roku 1863 radikální 

nitrací toluenu (pomocí nitrační směsi za teploty blízké teplotě bodu varu) a již roku 1891 
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započal Hausserman s jeho průmyslovou produkcí v Chemických závodech Griesheim. Za    

I. světové války se jednalo o nejrozšířenější výbušninu a v průběhu války bylo zaznamenáno 

17 000 případů otravy a 475 úmrtí dělníků v továrnách na TNT (projevuje se jako podráždění 

gastrointestinálního traktu, bledost, fialovění rtů, porušení jater a žloutenka). Za II. světové 

války byl používán hlavně do směsí a jako náplň do nábojů. Vrcholné produkce TNT bylo 

dosaženo na konci II. světové války, kdy světová produkce dosáhla 150-ti ktun měsíčně. 

Samotné Německo vyprodukovalo v období II. světové války celkem 800 ktun této 

sloučeniny. V dnešní době míra používání TNT značně poklesla. US Army TNT používá již 

spíše vzácně, ale pořád disponuje obrovskými zásobami prošlých výbušnin, v kterých je 

obsažen.
15

 

  Dalším důležitým nitroaromátem je dinitroluen (DNT, viz obr. č. 2). Je to žlutá amorfní 

látka, která může být překrystalisována na jehlicovité krystaly. Ve vodě je špatně rozpustná, 

ale je dobře rozpustná ve většině organických rozpouštědel. Dle poměru isomerů se teplota 

tání pohybuje v rozmezí od 47-56˚C. Různé isomery mají v živých organismech často 

výrazně odlišný způsob metabolisace. Jedná se o slabě jedovaté látky (daleko méně, než např. 

dinitrobenzen). Bez přídavků dalších látek se jedná o slabou a málo citlivou výbušninu, takže 

se nikdy nepoužívá za účelem vyvolání detonace samostatně.
8
 Nicméně narozdíl od TNT se 

stále vyrábí, neboť nachází uplatnění při výrobě polyuretanových pěn. 

 

 

2.2.2. Toxicita nitroaromátů: 

 

  TNT je toxický pro mnoho různých organismů od baktérií po savce. LC50 pro baktérii 

Daphnia magna je 5mg/l, pro Eisneria andrei (druh dešťovky) je to 143 mg na kg suché 

zeminy. IC50 pro zelenou řasu Selenastrum capricornutum se pohybuje okolo 0,9mg/l. 

Zajímavé je, že TNT již v nízkých koncentracích (10mg/l) inhiboval růst aerobních        

Gram-positivních baktérií, zatímco většina Gram-negativních organismů nebyla příliš 

ovlivněna ani koncentracemi blízkými rozpustnosti TNT ve vodě (100mg/l).
 14

 



 15 

 
 
 
 
 

  Většina aromatických nitrosloučenin je mutagenní (u TNT je to potvrzeno Amesovým 

testem) a u člověka způsobují hemolysu, anemii, jsou neuroroxické, nefrotoxické a způsobují 

gastritidu. Nitroaromáty obsažené v cigaretovém kouři jsou schopné po aktivaci 

detoxikačními enzymy (cytochrom P450) tvořit addukty s DNA a tím způsobovat vznik 

rakoviny ústní dutiny, plic a dalších tkání.
16

 

  Kruse popsal také souvislost mezi vznikem specifického typu šedého zákalu a exposicí TNT 

a to i v případech, kdy se neprojevila systémová toxicita. Jako potenciální mechanismus 

vzniku této nemoci je uvažováno působení oxidativního stresu vzniklého prostřednictvím 

redukčních produktů metabolismu TNT
17

.  

  Toxicky působí především nitroso a hydroxylaminosloučeniny, které vznikají metabolickou 

redukcí původních nitrosloučenin. Tyto meziprodukty reagují s biologickými molekulami, 

čímž působí mutagenně a karcinogenně. Hydroxylaminodinitrotoluen způsobuje hemotoxické 

symptomy u pracovníků exponovaných TNT, neboť oxyhemoglobin je v přítomnosti této 

sloučeniny oxidován molekulárním kyslíkem. Tak vzniká ferrihemoglobin a 

nitrosodinitrotoluen. V krevních buňkách tak probíhá marný cyklus, neboť 

nitrosodinitrotoluen je opět redukován na hydroxylaminodinitrotoluen.
13 

 

2.2.2.1. Fytotoxicita nitroaromátů: 

 

  Je velmi druhově specifická (dvouděložné rostliny jsou citlivější), ovlivněná i typem půdy 

(dostupností), a růstovým stadiem rostliny. Projevuje se chlorosou a potlačením růstu. 

Redukční produkty TNT jsou strukturně podobné dinitroanilinovým herbicidům a mají také 

podobné účinky – váží se na konce mikrotubulů meristematických buněk, zabraňují tak tvorbě 

mitotického vřeténka a dělení buněk. 

  Při studiu míry genové exprese při exposici kořenových buněk Arabidopsis thaliana TNT 

byla zjištěna velká míra indukce u proteinů účastnících se boje proti oxidačnímu stresu, např. 

monodehydroaskorbát-reduktasy a glutathion-dependentní dehydroaskorbát-reduktasy, dále 

indukce proteinů tepelného šoku (heat shock proteins) a proteinů různých signálních kaskád. 

Samozřejmě došlo i ke specifické odpovědi v podobě indukce enzymů účastnících se přímo 

detoxikace nitrolátek, jak je popsáno níže.
18

  

  Pro jednoduché stanovení toxicity je možno použít test založený na pozorování klíčivosti 

semen v přítomnosti různých koncentrací TNT. Zajímavé je, že v nízkých koncentracích 

působí TNT někdy paradoxně stimulačně. Při těchto testech často hraje roli i různá 
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propustnost obalů semen pro TNT. Rozdílná formace primárních kořenů odpovídá i snížené 

expresi genů kódujících proteiny odpovědné za jejich postranní větvení.
 8

 

  Nitroaminy, které jsou produktem detoxikačního metabolismu jsou pro rostliny daleko méně 

toxické (díky možnosti zabudování metabolitů do buněčných stěn a lehčí konjugaci). 

 

2.3. Příjem xenobiotik rostlinami 

 

Obecně závisí příjem solubilních xenobiotik na tzv. účinnosti akumulace, která vychází 

z rychlosti transpirace rostlin a koncentrace xenobiotika. Burken a Schnoor stanovili ve svých 

pokusech s hybridními topoly transpirační koncentrační faktor, který představuje poměr mezi 

koncentrací sloučeniny v transpiračním proudu a v půdní vodné fázi. Transpirační 

koncentrační faktor pro xenobiotika, která se běžně vyskytují v odpadních vodách vyjádřili 

vzorcem
19

:  

 
44,2

78,1log
2

784,0





P

TSCF  

 

Předpokládaný maximální příjem pro mírně hydrofobní sloučeniny (log P = 1 až 3,5) je pak 

vyjádřen vzorcem: 

 

CTTSCFU   

 

U značí rychlost akumulace v mg za den. 

T je transkripční rychlost v litrech za den. 

C je koncentrace kontaminantu v mg/l. 

 

  Tento vztah nelze použít, pokud k přeměně xenobiotik dochází na mezifázi kořen-voda. Zde 

je akumulace dána vazbou kontaminantu na pletiva a rychlostí degradačních reakcí.
20

 

   

2.3.1. Příjem TNT rostlinami 

 

  Příjem TNT rostlinami je ovlivněn vlastnostmi půdy (množství organického uhlíku), 

rostlinným druhem, biodostupností kontaminantu a mikrobiální aktivitou v rhizosféře.   
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  TNT bývá akumulován v kořenech. Sens a kolektiv prokázal, že 
14

C značený TNT se u 

fazole (Phaseolus vulgaris) distribuoval z 87% v kořenech
21

. Podobné výsledky zaznamenal i 

Vila a kolektiv při pokusech s rýží (Oryza sativa). Po 40 dnech dosáhla koncentrace 

radioaktivně značeného uhlíku z TNT v kořenech maxima 0,7 mg/g (více než 60% 

radioaktivního uhlíku) a tato část již nešla dále z rostlin extrahovat. Méně než 25% bylo 

translokováno do nadzemních částí rostlin. Při exposici semínek vysokým koncentracím TNT 

se snižovala rychlost klíčení, ale zvětšovala se délka kořínku a výhonku.
22

 

 

2.4. Metabolismus aromatických nitrolátek: 

 

  -elektrony z aromatického jádra jsou odčerpávány nitroskupinami, takže jádro se stává 

nukleofilním. Nitroskupiny jsou ještě navíc polarizovány k směrem elektronegativnějšímu 

kyslíku, čímž vzniká parciální positivní náboj na dusíku. To způsobuje jejich poměrně 

vysokou náchylnost k redukčním reakcím, které jsou nejběžnějšími reakcemi probíhajícími 

při detoxikaci aromatických nitrosloučenin živými organismy. 

  Pokusy in-vitro s buněčnými extrakty z mikroorganismů a vyšších eukaryot potvrdily sérii 

dvouelektronových přenosů, které jsou nezávislé na kyslíku a netvoří se při nich volné 

radikály. Vznikají tak nitroso a hydroxylaminosloučeniny o jejichž toxicitě bylo psáno výše. 

Nebezpečnost se snižuje konečnou redukcí na aminosloučeniny.  

  V sedimentech, půdě a roztocích probíhá i abiotická redukce nitroskupin na aminoskupiny. 

Jako donory elektronů mohou sloužit například redukované formy železa a síry nebo 

organické látky. TNT reaguje i se siloxanem přítomným v jílech, čímž vznikají kovalentně 

vázané komplexy. Pravděpodobně se při těchto dějích uplatňuje i vliv živých organismů, ale 

pro potvrzení této hypotézy zatím chybí potřebné výzkumy. 

  Metabolismus xenobiotik v půdě je velmi komplexní jev, na kterém se podílí vždy více 

různých organismů i abiotické reakce. Bakterie a rostliny navzájem transformují své produkty 

a různým způsobem se ovlivňují i ve smyslu přirozeného výběru (viz kapitola Kooperace 

rostlin s mikroorganismy v rhizosféře). Některé reakce metabolismu TNT, jejichž výsledkem 

není rozštěpení aromatického kruhu jsou znázorněny na obrázku č. 3. 



 18 

 
 
 
 
 

 

 

    V případě TNT probíhá redukce první nitroskupiny daleko rychleji než dalších a tvorba 

triaminotoluenu může probíhat pouze ve velmi redukčním anaerobním prostředí (-200 mV). 

Této reakci podléhají snáze nitroskupiny v poloze para, než v polohách ortho. Většina 

baktérií však není schopna degradace parciálně redukovaných sloučenin, a ty potom tvoří 

hlavní doprovodné znečištění při kontaminaci TNT. Tyto látky mají navíc často vyšší 

rozpustnost a je tedy vyšší riziko průniku a šíření do podzemních vod. Na druhé straně právě 

tyto látky jsou rostliny schopné kovalentně zabudovat do svých pletiv, jak je popsáno níže 

v kapitole o úspěšné aplikaci fytoremediační technologie.
14 

  Některé mikroorganismy jsou schopné i přímé dentitrace TNT. Nejprve se do molekuly 

inkorporuje hydridový iont (dvouelektronový přenos), čímž se vytvoří nestabilní 

Meisenheimerův komplex. Následně dojde k obnovení aromatického charakteru a uvolnění 

dusitanu za tvorby 2,4-DNT. Tato dráha se vyskytuje například u Mycobacterium druhu      

HL 4NT-1.
23

 Nukleofilní hydridový atak aromatického jádra může také vyústit po uvolnění 

dusitanu v tvorbu dimerních produktů. Zmíněné reakce jsou znázorněny na obr. č. 4. Tato 

dráha se vyskytuje u bakterie Pseudomonas fluorescens druhu I-C, která obsahuje enzym 

XenB (NADPH dependentní flavoproteinová oxidoreduktasa) katalyzující jak adici hydridu 

na aromatické jádro, tak redukci nitroskupiny. Vznikají tak různé 

aminomethyltetranitrobifenyly jejichž toxicita a odolnost proti další degradaci nebyla dále 

zkoumána.
24
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  Přímé štěpení kruhu TNT oxidasami (rovněž znázorněno na obr. č. 4) je velmi ztíženo 

sterickým efektem nitroskupin, které brání přístupu enzymů k aromatickému jádru. Přesto 

byly publikovány studie, které popisovaly bakterie schopné využívat TNT jako jediný zdroj 

uhlíku, dusíku a energie pomocí oxidativního metabolismu. Toho je, potom co sama odstraní 
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nitroskupiny z molekuly, schopná např. bakterie Pseudomonas savastanoi.
25

 Obecně při 

těchto reakcích nejprve vzniká 3-methyl-4,6-dinitrokatechol, následuje štěpení kruhu, ovšem 

reakční mechanismus nebyl objasněn.
26

  

  V anaerobních podmínkách může TNT sloužit i jako konečný akceptor elektronů 

v respiračním řetězci. U baktérie Pseudomonas druhu JLR11 bylo pozorováno uvolnění 

dusitanu a 85% bylo zabudováno do buněčné masy.
13

 Jak je vidět na obrázku č. 4, před 

vlastním štěpením kruhu vždy dochází k odstranění alespoň jedné nitroskupiny. 

  TNT může být také některými živými organismy využit jako zdroj energie, což je 

z termodynamického hlediska logické. Jelikož nitroaromáty jsou zpravidla výbušniny, 

obsahují velkou potenciální volnou energii, která se samozřejmě uvolňuje i při jejich 

metabolické přeměně. V průběhu denitrace TNT na DNT dochází k uvolnění -11.7 kcal/mol a 

v průběhu redukce nitro na aminoskupinu dokonce –95,4 kcal/mol. Tuto energii baktérie 

dokáží využít, což je mimo jiné také důvod, proč je upřednostňována metabolická redukce 

nitroskupin, před přímou denitrací.
27

 Ta nastává hlavně v případě, kdy se TNT vyskytuje jako 

jediný zdroj dusíku. 

  Odbourávání DNT probíhá v rhizosféře hlavně díky mikroorganismům (houbám i 

baktériím). Nitroskupiny jsou redukovány na amino a azoxy, nebo nitrososkupiny. Tyto 

produkty jsou však většinou resistentní k další mikrobiální degradaci. Valli a kol. publikoval 

výzkumy, které potvrzují že houba Phanerochaete chrysosporium degraduje DNT až na 

dusitany a oxid uhličitý. Nejprve dojde k redukci jedné nitroskupiny na aminoskupinu a 

následné reakce zprostředkované lignin-peroxidásou a/nebo mangan-peroxidasou vyústí 

v odstranění obou nitroskupin. Dalším krokem je rozštěpení aromatického kruhu
28

. 

  Existují i druhy baktérie rodu Pseudomonas schopné odbourávat 2,4-DNT oxidativní cestou. 

Nejdříve dochází  k ataku první nitroskupiny DNT-dioxygenasou za tvorby jasně žlutého      

4-methyl-5-nitrokatecholu a k uvolnění prvního dusitanu. Monooxygenasa následně 

katalyzuje jeho oxidaci na 2-hydroxy-5-methylchinon a uvolní druhý dusitan. Další reakce 

katalyzované chinon-reduktasou a 2,4,5-trihydroxytoluen-oxygenasou vyústí v bezbarvé 

produkty s rozštěpeným aromatickým kruhem. Dráha odbourávání DNT je kódována 

plasmidem, DNT-dioxygenasa je vícesložkovým enzymovým systémem
29

. Dále byly popsány 

i druhy Pseudomonas, které byly schopny růst v médiu, kde byl jako zdroj uhlíku TNT,     

2,4-DNT, 2,6-DNT a 2-nitrotoluen.
30

 

  Mechanismus degradace 2,6-DNT byl objeven také u baktérií druhu Burkholderia cepacia a 

Hydrogenophaga palleronii, které dokonce byly schopny využívat tuto sloučeninu jako jediný 

zdroj dusíku a uhlíku pro svůj růst. Nejprve došlo k uvolnění dusitanu a tvorbě 3-methyl-4-
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nitrokatecholu. Následně byl rozštěpen aromatický kruh za tvorby 2-hydroxy-5-nitro-6-

oxohepta-2,4-dienové kyseliny, která byla dále konvertována na 2-hydroxy-5-nitropenta-2,4-

dienovou kyselinu. Druhy Burkholderia sp., které degradovaly 2,4-DNT dokázaly převést 

2,6-DNT na 3-methyl-4-nitrokatechol, ale ten nedokázaly dále metabolisovat a navíc došlo 

k zablokování metabolismu 2,4-DNT
31

. 

 

2.4.1. 1. fáze metabolismu nitrolátek - konverse 

 

  Transformace spočívá buď v redukci nitroskupin, která je nejběžnějším detoxikačním 

mechanismem, nebo v oxidaci methylu.  

 

2.4.1.1. Redukce:   

 

Aerobní redukce je nejběžnější transformace u rostlin
32

. Hlavním produktem je                

4-aminodinitrotoluen, který vzniká i při mikrobiální degradaci. Dále byl při rostlinné 

degradaci mnoha autory popsán výskyt i 2-aminodinitronitrotoluenu, 

hydroxyaminonitrotoluenu a diaminonitrotoluenu
33

. Hydroxylaminoderiváty jsou pro svůj 

rychlý aerobní rozklad málokdy detekované
34

. Mineralisace a vaporisace se vyskytuje 

v nepatrném množství. Vzhledem k vyšší enzymatické různorodosti mikroorganismů se u 

nich vyskytuje také větší pestrost různých meziproduktů, jak je popsáno výše. 

 

2.4.1.2. Oxidace:    

 

Studie na herbicidech naznačují, že se oxidace účastní enzymy P450 za přítomnosti 

kyslíku a NADPH. Oxidace probíhá i abioticky účinkem světla na methyl
35

. 

 

2.4.2. Enzymy 1. fáze metabolismu nitrolátek: 

 

  Krom jednotlivých skupin enzymů popsaných v této kapitole stojí za zmínku i bakteriální 

enzymy degradující DNT. Některé z nich byly popsány výše v úvodní kapitole o metabolismu 

nitrolátek. 
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2.4.2.1. Nitroreduktasy 

 

  Mezi tyto enzymy patří i reduktáza cytochromu P450, reduktáza cytochromu c, aldehyd-

oxidasa, glutathion-reduktasa atd. Tyto enzymy zprostředkovávají sérii dvouelektronových, či 

jednoelektronových přenosů.  

  Většina nitroreduktas purifikovaných z baktérií patří mezi rozpustné flavoproteiny typu I, 

kyslík neovlivňuje jejich aktivitu a využívají NAD(P)H jako donor elektronů. Vyskytují se 

v monomerních nebo homodimerních formách a obsahují flavinmononukleotid (FMN). Při 

redukci pomocí těchto enzymů dochází k dvouelektronovým přenosům popsaným výše. 

  Jednoelektronový přenos je katalyzovaný v aerobních podmínkách nitroreduktasami 

citlivými na kyslík. Tato reakce není výhodná, neboť vzniká aniontový radikál, který se při 

reakci s kyslíkem opět rozpadá na původní sloučeninu a superoxidový radikál způsobující 

oxidační stres v buňce
36

. Proces se nazývá marný cyklus a enzymy, které jej katalyzují se 

vyskytují i v baktériích a savčích tkáních.  

  Nitroreduktasy podléhají mechanismům genové indukce. Ve studiích s Arabidopsis thaliana 

byly zkoumány 12-oxophytodienoát-reduktasy, které mohou redukovat i aromatické 

nitrosloučeniny. Jsou to FMN dependentní oxidoreduktasy, které se v rostlinách vyskytují ve 

třech izoformách, ale pouze 2 z nich (OPR1 a OPR2) jsou indukovatelné. 2 týdny staré 

rostlinky byly vystaveny různým chemikáliím, včetně TNT a následně byla zjišťována míra 

genové exprese metodou isolace RNA a RT-PCR. Nejvyšší stupeň indukce byl pozorován po 

třech hodinách exposice RDX (Royal Demolition Explosive) a po šesti hodinách exposice 

TNT. Izoforma OPR1 vykazovala poměrně nízkou indukci (méně než 4 násobnou) a pouze 

pro některé testované látky. OPR2 zvýšila svou expresi u všech testovaných sloučenin. 

V případě TNT bylo až 11-ti násobné zvýšení genové exprese u OPR2, což potvrzuje 

významnou roli tohoto enzymu v průběhu detoxikace TNT.
37

 Bylo provedeno mnoho dalších 

testů měřících genovou expresi u rostlin exponovaných TNT. Nejvyšší indukce však byla 

zaznamenána v oblasti genomu, jejíž funkce zatím nebyla osvětlena
8
. 

 

2.4.2.2. Oxygenasy 

 

  Do této skupiny patří i cytochromy P450, jejichž exprese při exposici TNT stoupá
8
. 

V případě monooxygenas dochází k inkorporaci jednoho kyslíku do xenobiotika, čímž vzniká 

hydroxyl a z druhého kyslíku vzniká voda. Zpravidla jsou substrátem monooxygenas látky, 

které již jeden hydroxyl obsahují (např. 4-nitrofenol). Tento zásah do struktury 
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nitrosloučeniny je většinou následován uvolněním nitroskupiny ve formě dusitanu. Tím se 

zvyšuje rozpustnost a reaktivita xenobiotik.  

  Dioxygenasy mají nižší substrátovou specifitu a metabolisují i dinitrotolueny a další látky, 

nebyl však popsán jejich přímý atak TNT bez předchozí redukce nitroskupiny. Tyto enzymy 

katalyzují adici dvou hydroxylových skupin do struktury xenobiotika. Vzniklé nestabilní 

dioly vzápětí uvolní dusitan a přesmýknou na strukturu katecholu. Dioxygenasy katalysují i 

oxidativní štěpení kruhu a to buď ortho-štěpení mezi hydroxyly, nebo meta-štěpení vazby v 

sousedství jednoho z hydroxylů.
14 

  Také parciálně redukovaný TNT může být substrátem dioxygenas, neboť redukcí se zvýšila 

elektronová hustota na aromatickém jádře. Byla pozorována oxygenolysa 2-amino-4,6-

dinitrotoluenu a 4-amino-2,6-dinitrotoluenu, který má v jádře oproti TNT zvýšenou hustotu 

elektronů, purifikovanou nitroarendioxygenasou za vzniku dihydroxysloučeniny a uvolnění 

dusitanů. Sekundární reakcí vzniká také aminodinitrobenzylalkohol. Toto naznačuje veliký 

potenciál aerobní bakteriální degradace TNT.
38

 

  Zajímavým krokem je vložení dvou hydroxyskupin do molekuly s aminoskupinou, která 

mohla vzniknout i redukcí nitroskupin (popsáno např. v případě 4-nitrobenzoátu), na 

aromatickém kruhu. Tuto reakci katalyzuje anilin-oxydasa a následuje po ní štěpení kruhu a 

uvolnění amoniaku.
39

 Nicméně tato katabolická dráha vyžaduje nejméně o jeden redukční 

ekvivalent více, než dráhy, které obsahují hydroxylaminosloučeninu jako klíčový metabolit.
 

 

2.4.2.3. Peroxidasy 

 

  Vyskytují se především v buněčné stěně a ve vakuolách. Jednou z jejich primárních funkcí je 

oxidativní polymerace fenolových jednotek vedoucí k tvorbě ligninu. Nejprve oxidují fenoly, 

ale i aniliny na volné radikály, chinony a benzchinonové iminy. Tyto produkty se poté váží 

mezi sebou za vzniku nerozpustných oligomerů. Z tohoto důvodu bylo uvažováno o možnosti 

využití křenových peroxidas na srážení fenolů a anilinů z vodných roztoků. Zpětné 

uvolňování z oligomerů probíhá velmi pozvolna, takže je tyto reakce možno považovat za 

bezpečnou dekontaminaci.
40

 Peroxidasy se účastní tvorby ligninu, a proto mohou být v 

podstatě považovány také za enzymy 3. fáze metabolismu xenobiotik. 
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2.4.2.4. Rodina starého žlutého enzymu 

 

  Některé enzymy schopné degradovat nitrosloučeniny nebo estery kyseliny dusičné patří i do 

rodiny Old yellow enzyme (Starého žlutého enzymu). Tento enzym byl poprvé isolován 

z pivovarnických kvasnic a obsahuje FMN jako prostetickou skupinu. Proteiny vykazující 

výraznou sekvenční homologii s tímto enzymem byly v poslední době isolovány z mnoha 

bakteriálních, kvasinkových i rostlinných druhů. Pravděpodobně jsou součástí antioxidačního 

obranného systému, neboť při uměle vyvolaném oxidačním stresu podléhají u druhu Bacillus 

subtilis enzymové indukci. U tohoto druhu se zvýší jejich genová exprese i v přítomnosti 

TNT.
41

 Probíhají i výzkumy možných záměn aminokyselin v aktivním místě těchto enzymů 

za účelem zvýšit jejich schopnost degradovat TNT.
42

 

 

2.4.2. 2. fáze metabolismu nitrolátek - konjugace 

 

  Tyto metabolické procesy probíhají již pouze v organismech, které kromě samotné 

detoxikace potřebují vzniklé produkty také vyloučit, popřípadě transportovat do určitých 

buněčných organel, tedy v mnohobuněčných eukaryotech. 

  Zvýšení hmotnosti produktů obsahujících 
14

C potvrzuje přítomnost konjugačních reakcí při 

metabolismu nitrolátek značených tímto radioisotopem. Hmotnostní spektrum potvrdilo 

konjugaci s cukry.  

  Konjugační procesy s aminosloučeninami vzniklými degradací TNT byly pozorovány u 

rostlin druhů Cataranthus roseus a Myriophyllum periwinkle. Isolované konjugáty obsahovaly 

cukry (glukosa), aminokyseliny a organické kyseliny (např. kyselinu jablečnou).
37 

 

2.4.3. Konjugační enzymy 2. fáze metabolismu nitrolátek 

 

  Konjugační reakce probíhají v rostlinách z velké části za účasti glutathion-S-transferas. Tyto 

enzymy se dělí do tříd ,, a . Třídy  a  se vyskytují i u živočichů, zbylé dvě jen u rostlin, 

kde jsou vysoce zastoupené. Některé studie zaznamenaly, že DNT zvyšuje značně jejich 

aktivitu již po 6-ti hodinách a TNT až po 27-mi hodinách
43

. Jiné (viz níže) však popisují 

zvýšení exprese již po 6-ti hodinové exposici TNT. Bylo zjištěno, že aktivita glutathion-S-

transferasy v kořenové kultuře křenu je snižována těžkými kovy a zvyšována 

nitrosloučeninami. Obecně je aktivita těchto enzymů inhibována jejich produktem.
44

 Analysa 
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genové exprese u kořenů rostlin Arabidopsis thaliana naznačuje, že glutathion-S-transferázy 

jsou hlavní enzymy zprostředkovávající konjugaci s metabolity TNT, neboť některé izoformy 

(konkrétně izoforma AtGSTU24) těchto enzymů zvyšují svou expresi až 40 krát  po 6-ti 

hodinové exposici TNT
 37

.     

  S cukry probíhá konjugace pomocí glykosyltransferas. Většinou se uplatňuje UDP-

glukosyltransferasa. Aktivita těchto enzymů je konstitutivní u všech typů vyšších i nižších 

rostlin, ale v rozdílné míře u jednotlivých druhů.
16

 

  Dále se uplatňují malonyltransferasy. 

 

2.4.4. 3. fáze metabolismu nitrolátek - ukládání a kompartmentace 

 

  Tato fáze metabolismu je specifická pouze pro rostliny. 

  Po pár hodinách degradace je již velmi snížen podíl extrahovatelných látek vlivem 

inkorporace do polymerů (více jak 50% do buněčné stěny), dále probíhá i transport do 

vakuoly
21

. Obecně platí, že do buněčné stěny se zabudují nerozpustné látky a do vakuoly se 

přesunou látky rozpustné. Ve vakuole dochází k degradaci glutathionu pomocí peptidas. 

  Kompartmentace je většinou považována za dostatečný stupeň detoxikace, neboť metabolity 

toxických látek nejsou z biomasy extrahovatelné.    

  Vodní druhy mohou transformované produkty i vyloučit. 

 

2.4.5. Transportní enzymy 3. fáze metabolismu nitrolátek 

 

  Pro udržení vysoké intravakuolární koncentrace látek je třeba energie, která je čerpána 

z protonového gradientu. Ten je udržován pomocí V-ATPasy (vakuolární) a V-PPasy 

(substrátem je PPi). Endogenní i exogenní substráty mohou tak být transportovány 

protonovým antiportem proti koncentračnímu gradientu. Tento mechanismus se uplatňuje 

například u těžkých kovů.
45

  

  Inhibicí protonového gradientu zamezil Bartholomew a kol. transportu glukosylovaných 

konjugátů, čímž potvrdil domněnku, že protonový gradient je důležitou hnací silou pro 

deportaci xenobiotik. Tento proces nebyl citlivý na přítomnost vanadátu. Glutathionové 

konjugáty naopak využívají aktivní transportéry typu ABC (ATP binding cassette), které jsou 

na protonovém gradientu téměř nezávislé, ale jsou inhibovány vanadátem
46

.  
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2.5. Kooperace rostlin s mikroorganismy v rhizosféře 

 

  Typické složení rhizogenní oblasti zahrnuje 5x10
6
 baktérií, 9x10

5
 aktinomycet a 2x10

3
 hub 

na gram půdy.
10

 Kořeny a rostlinné exsudáty vytvářejí prostředí vhodné pro tyto 

mikroorganismy a často pouze facilitují vlastní mikrobiální metabolismus. Jejich význam 

v čistícím procesu je však nezanedbatelný, jak potvrdily pokusy s kontaminací                   

14
C-4-n-nonylfenolem, při kterých bylo prokázáno, že 

14
CO2 je daleko více uvolňován z půdy, 

ve které rostly rostliny, než pokud degradaci způsobovala pouze mikroflóra.
47

  

  Siciliano a Geer zkoumali vztah mezi rostlinami a mikroflórou za účelem vytvoření systému 

vhodného pro degradaci TNT. Z 16-ti testovaných trav rostly na půdě s vysokým obsahem 

TNT pouze druhy Bromus erectus, Lolium perenne a Anthoxanthum odoratum. Po inokulaci 

bakteriemi rodu Pseudomonas schopnými transformovat TNT na mono a diaminometabolity 

rostl Bromus erectus rychleji, zatímco zbylé dva druhy odumřely. V této kombinaci rostlina 

snížila koncentraci TNT v půdě o 30% oproti kontrole a měla o 50% vyšší nárůst biomasy, 

než když neproběhla inokulace. Zároveň se v půdě zvýšil počet mikroorganismů schopných 

degradace TNT.
48

 

  Zároveň je ovlivňováno spektrum endofytických bakteriálních druhů v kořenech rostlin 

přímo rostlinami samotnými.V půdě je zpravidla zastoupení druhů degradujících daný 

kontaminant několikanásobně menší, než v kořenech. To bylo potvrzeno i v případě půdy 

kontaminované nitroaromáty, kde baktérie obsahující gen ntdAa kódující reduktasu 

z třísložkového dioxygenasového systému (konvertuje 2-nitrotoluen na 3-methylkatechol) 

tvořily celkem 4% z endofytické mikroflóry, zatímco ve volné půdě tvořily pouze 0,6%. Gen 

ntdAa tvořil celkem 0,24% z celkové DNA isolované z rhizosféry, zatímco ve volné půdě to 

bylo pouze 0,04%. V kořenech byl zjištěn také vyšší výskyt baktérií obsahujících gen ntnM 

kódující hydrogenasovou složku monooxygenasy nitrotoluenu (0,35% oproti 0,03% ve volné 

půdě). Selekce bakteriální mikroflóry je velmi ovlivněna druhem rostlin. Festuca arundinacea 

nezvýšila přítomnost bakteriálního genu ntdAa v kořenech v přítomnosti nitroaromátů, 

narozdíl od travních společenství rostoucích na takto kontaminovaných půdách.
49

 

  Jak bylo popsáno výše, existují také mikroorganismy s potenciálem degradovat DNT, 

především houba Phanerochaete chrysosporium a bakterie rodů Pseudomonas a Burkholdera. 

Z kontaminované půdy v prostoru Radford Army Ammunition Plant bylo isolováno na 30 

druhů baktérií, které degradovaly 2,4-DNT. Za účelem zvýšení schopnosti baktérií degradovat 

nitrosloučeniny byly také použity metody genového inženýrství.
30 
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2.6. Kontaminace prostředí nitroaromáty: 

  

  Podle odhadů US Army bylo v USA kontaminováno výbušninami více než 1,2 miliónů tun 

půdy a v některých případech tvoří koncentrace znečištění až 50g na kg půdy, vysoké 

koncentrace byly naměřeny zejména těsně pod povrchem. V Kanadě bylo k roku 2000 na 103 

výcvikových prostor (základny pozemních a vzdušných sil) a jiných oblastí, kde docházelo 

k otevřeným detonacím výbušnin obsahujících TNT. Podobnou situaci lze očekávat i 

v Evropě, přestože nejsou dostupná potřebná data týkající se tohoto problému. Výskyt TNT 

na půdách kontaminovaných v průběhu II. světové války je pozorován i po padesáti letech, 

což dokazuje, že vnitřní bioremediační kapacita přirozené biosféry je dosti malá.
14

 Úspěšné 

aplikace fytoremediačních systémů jak jsou popsány níže však potvrzují, že je možno ji 

vhodnými zásahy mnohonásobně zvýšit.  

  Při výrobě a čištění přístrojů od TNT vzniká tzv. „red water“, která obsahuje více než 30 

různých nitroaromátů. Při naplňování a balení munice vzniká „pink water“. Další znečištění 

pak vzniká následující manipulací (převoz, detonace). Hlavním vedlejším produktem při 

výrobě TNT je DNT, který je také široce používán při výrobě polyuretanových pěn. Jak na 

místech dřívější produkce TNT, tak i tam, kde se vyrábí polyuretanové pěny, se přes 

mikrobiální aktivitu vedoucí k odbourávání těchto látek vyskytuje i po dvaceti letech 

kontaminace jak 2,4-DNT, tak 2,6-DNT. 

  Větší riziko než nitrolátky mohou být pro životní prostředí i aminoderiváty vzniklé prvotní 

redukcí z původních látek, díky své vyšší mobilitě a stálosti. Nitroaminy jsou však spíše 

všeobecně považovány za méně toxické, než TNT i proto, že jsou lépe konjugovatelné a 

zabudovatelné do polymerních struktur buněčné stěny, čímž je v podstatě dosaženo jejich 

detoxikace. 

  V ČR jsou nejvíce kontaminované oblasti vojenských výcvikových prostorů, muničních 

skladů a okolí továren na výbušniny, včetně oblastí, kde již byla výroba zastavena. 

Nitrosloučeniny vznikají také z oxidů dusíku, produkovaných vysokoteplotními procesy 

(spalováním uhlí, odpadů, při zpracování kovů) a dokonce i při grilování potravin a spalování 

tabáku.
16

  

  Vliv těchto látek je markantní i na složení půdní mikroflóry. Celkový počet buněk a CFU 

(colony forming unit) v kontaminovaných půdách se snižuje a mění se i druhové zastoupení 

mikroorganismů (vyskytují se převážně Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae a 

Caulobacteraceae).
50
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2.7. Úspěšné využití fytoremediace v praxi 

 

  V Auburn University byly prováděny testy se stolístkem Myriophyllum aquaticunif. Tyto 

rostliny byly zasazeny do půdy kontaminované trinitrotoluenem a kromě reakce rostlin závislé 

na kontaminaci byla testována i přítomnost enzymu nitrátreduktasy. Při sledování vlivu 

zvyšující se koncentrace TNT na další půdní organismy bylo zjištěno, že při obsahu 5000 

ppm je půda zcela sterilní.Vysázení stolístku do kontaminované půdy již po týdnu 

způsobilo, že koncentrace rozpuštěného trinitrotoluenu klesla ze 128 ppm na 10 ppm. 

Vymizení TNT z půdy, připisované přítomnosti a schopnostem rostlin stolístku, proběhlo 

tak rychle, že přežily i modelové organismy nasazené do vzorků půdy spolu s rostlinami 

(hlemýždi a pulci). Při sledování reakce jednotlivých částí stolístku vysázeného na 

kontaminované půdě bylo zjištěno, že nové kořeny vyrůstající podél okrajů kontaminované 

oblasti pronikají do větší hloubky a zachycují i škodliviny ze spodních vrstev půdy
40

.
 

  Velmi vhodné pro fytoremediační účely jsou obzvláště stromy čeledi Salicaceae (topoly a 

vrby). Používány jsou tzv. hybridní topoly – Populus deltoides nigra. V obdobích sucha 

dosahují hustou kořenovou sítí až k hladině spodní vody, čímž zajišťují odběr velkého objemu 

vláhy. 

  Proti úniku zemědělských hnojiv byly v Iowě vysázeny čtyři řady hybridních topolů jako 

nárazníková zóna (ripparian buffer, viz výše). Cílem bylo zastavit šíření atrazinových a 

dusíkatých polutantů, aby se nedostaly do blízkého potoka a spodní vody. Koncentrace 

dusičnanů ve spodní vodě poklesla po vysázení stromů z 50-100 mg/l na méně než 5 mg/l. 

Dále bylo prokázáno, že stromy navázaly 10-20 % z celkového množství atrazinu
40

.
 
 

  Tyto topoly vysázené ve městech (Beaverton, Oregon) se osvědčily v udržování čistého 

prostředí. Kromě snižování hladiny kontaminantů v půdě snižují také hladinu prašnosti. Vyšší 

koncentrace kovů, solí, nebo amonných sloučenin jsou pro ně však toxické
40

. 

  Dalšími rostlinami uplatňujícími se při fytoremediaci jsou vodní hyacinty, které byly použity 

jako součást programu pro čištění užitkové vody před vypouštěním do řek a vojtěška, která 

absorbuje chlorované organické sloučeniny. Jeden ze zavedených způsobů fytoremediace je 

také užití mrkve pro absorpci dichloro-difenyltrichloroethanu. Biomasa je po sklizni a 

vysušení spálena a popel je uložen na vyhrazených zabezpečených skládkách. Cukiny 

(Cucurbita pepo L. convar. giromontiina) a dýně (Cucurbita pepo) vykazovaly vysokou 

schopnost akumulace dibenzofuranů.
40 
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2.7.1. Umatilla Army Depot Activity – úspěšná aplikace fytoremediační 

technologie ve velkém měřítku 

 

  Jako příklad úspěšné aplikace fytoremediace nitroaromátů ve velkém měřítku je možno 

uvést obrovské armádní skladové zařízení Umatilla Army Depot Activity o rozloze 20,000 

akrů v USA v severovýchodním Oregonu. V tomto prostoru bylo prostředí včetně podzemní 

vody velmi znečištěno TNT a jinými výbušninami (hlavně RDX – Royal Demolition 

Explosive) v důsledku procesů demilitarisace munice. Po ukončení demilitarisační činnosti 

byl pro vyčištění půdy zvolen fytoremediační postup a od července do prosince roku 1995 zde 

bylo vyčištěno přes 5 000 kubických yardů (4,572 m
3
) kontaminované půdy.  

  V kontaminované půdě byla pěstována např. šalvěj a pouštní rostliny, trávy, zemědělské 

odrůdy ovoce a zeleniny. V listopadu byly rostliny sklizeny a připraveny na analytické testy. 

TNT bylo při analýze u 93% vzorků pod detekčním limitem 4 mg/kg a 68% vzorků bylo pod 

detekčním limitem RDX (2 mg/kg). Rychlost degradace byla v průběhu aplikace dokonce o 

25% vyšší, než při zkušebních testech v menším měřítku.  

  Pročištěná půda je velmi bohatá na humus a může být tedy úspěšně dále využívána. Tato 

praktická studie potvrzuje, že takovýto způsob remediace je bezpečný a efektivní proces 

dekontaminace a detoxikace znečištěné půdy. Transformační produkty jsou v  půdě 

kovalentně vázané a méně toxické, než TNT (finální produkty jsou velmi málo rozpustné 

polymery). Opakovaným promýváním a UV ozařováním půdy bylo potvrzeno, že produkty 

nemohou být uvolňovány ani kyselými dešti (test napodoboval 1000-leté působení kyselých 

dešťů).
51

 

 

2.8. Len setý (Linum usitatissimum) 

  

  Rostlina (viz obr. č. 5) má vřetenovitý kořen, 

lodyhu přímou, 30-60 cm vysokou, listy kopinaté, 

lysé, květy v latě, plod tobolku s plochými, 

hnědými semeny. Do Evropy se pěstování lnu 

rozšířilo z Orientu. Vlákna se používají k výrobě 

nití, semena k lisování oleje pro potravinářské a 

farmaceutické účely (zmíněn byl již v nejstarších herbářích, včetně herbáře Dr. Petra Ondřeje 

Mathioliho).
52

 Pro výzkum v oblasti fytoremediace byla tato rostlina vybrána z důvodu dobře 
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zvládnutých zemědělských postupů jejího pěstování, které by ulehčily eventuální aplikaci 

v terénu. 
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3. CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 

 

 Zhodnocení odezvy na přítomnost TNT u různých odrůd lnu a výběr odolných odrůd 

pomocí ekotoxikologických testů. 

 

 Odvození tkáňových kultur u vybraných odrůd (kalusové a suspensní kultury). 

 

 Měření degradace nitrolátek tkáňovými kulturami pomocí metodiky HPLC. 

 

 Porovnání enzymové exprese u odolných a málo odolných odrůd pomocí 2D-

elektroforézy. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

  Pro veškeré níže popsané testy byly použity standardy nitrosloučenin poskytnuté Ústavem 

energetických materiálů University Pardubice, kromě DNT a dinitroanilinu, které byly 

zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich. Všechna použitá semínka 18-ti odrůd lnu byla dodána 

firmou Agritec s.r.o., Šumperk. 

   

4.1. Kultivace in vitro 

 

4.1.1. Odvození kalusové kultury 

 

Přístroje a materiál: 

 

  Kultivační nádoby - skleničky od dětské výživy s proraženým víčkem – ventilace zajištěna 

skrz molitan. Analytické váhy OHAUS AS 200, elektrické váhy AND SCHOELLER 

PHARMA, autokláv BMT PS 20A, pH metr LABIO AS, automatické pipety SOCOREX, 

baňky na přípravu média, kopisty a lžičky na přenášení částí kalusu při pasážování, Petriho 

misky, box s laminárním prouděním vzduchu Holten LaminAir, plynový kahan Integra 

Biosciences – FIREBOY eco. (na sterilisaci kopist a lžiček v plamenu). 

 

Chemikálie: 

 

  Roztoky na přípravu médií MS (viz tab. č. 1), myo-inositol, 2,4-dichlorfenoxyoctová 

kyselina (2,4-D) a kinetin (rostlinné hormony), sacharosa, agar, kyselina chlorovodíková, 

nebo hydroxid sodný na úpravu pH média, líh na sterilisaci kopist a lžiček, Savo (5% NaClO) 

na sterilisaci semínek. 

 

Příprava kultivačního média MS (Murashige a Skoog, 1962) 

 

  Složení a množství zásobních roztoků na 1l média je vypsáno v tabulce č. 1. Dále bylo na 

jeden litr média přidáno 0,1g inositolu, 2,75ml zásobního roztoku 2,4-D o koncentraci 

100mg/l a 2,15ml zásobního roztoku kinetinu o koncentraci 100mg/l, 30g sacharosy a 8g 
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agaru. Objem byl doplněn destilovanou vodou. Pomocí hydroxidu sodného, či kyseliny 

chlorovodíkové bylo upraveno pH do rozmezí 5,7-5,85. Následně byl roztok přiveden k varu 

za účelem vytvoření agarového gelu. V tekutém stavu byl rozlit po zhruba 50 ml do skleniček 

od dětské výživy, případně při počátečním odvozování kalusu do Petriho misek. Konečným 

krokem v přípravě byla sterilisace uzavřených skleniček v autoklávu. 

  

Tabulka č. 1 – množství zásobních roztoků na 1l média MS a jejich složení: 

Zásobní roztok Složky Koncentrace 

složek 

v zásobním 

roztoku [g/l] 

Objem 

zásobního 

roztoku [ml/l] 

Konečná 

koncentrace 

[mg/l] 

A NH4NO3 82,50 20 1650,00 

B KNO3 95,00 20 1900,00 

C H3BO3 

KH2PO4 

KI 

Na2MoO42H2O 

CoCl26H2O 

1,24 

34,00 

0,166 

0,05 

0,005 

5 6,20 

170,00 

0,83 

0,25 

0,025 

D CaCl22H2O 

CaCl26H2O 

CaCl2  

88,00 

131,123 

66,40 

5 440,00 

655,61 

332,00 

E MgSO47H2O 

MnSO44H2O 

MnSO4H2O 

ZnSO47H2O 

CuSO45H2O 

74,00 

4,46 

3,38 

1,72 

0,005 

5 370,00 

22,30 

16,90 

8,60 

0,025 

F Na2EDTA2H2O  

Na2EDTA 

FeSO4  

4,12 

3,72 

2,78 

10 41,20 

37,30 

27,80 

G thiamin 0,08 5 0,8 
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Sterilisace semen 

 

  Z několika zkoušených postupů sterilisace se nejlépe osvědčil postup, kdy byla semínka 

nejprve namočena v 60% ethanolu, čímž byla především zvýšena smáčivost jejich povrchu a 

následně ponořena na 10 min do 10% roztoku Sava.  

 

Vlastní odvození kalusu 

 

  Semínka byla po vysterilisování vložena v boxu s laminárním prouděním vzduchu do tuhého 

média MS a přídavkem 2,4D a kinetinu, případně MS media bez fytohormonů rozlitého 

na Petriho miskách. Po vyklíčení byly semenáčky rozstříhány na cca 1 cm segmenty, které 

byly opět položeny na médium s rostlinnými hormony. Po 2 týdnech byl z jednotlivých 

segmentů odebrán primární kalus, který se vytvořil v místech poranění a byl přenesen na nové 

médium.  

  Na médiu MS obohaceném rostlinnými hormony rostly kalusové kultury znatelně lépe (na 

médiu bez hormonů byl pozorován spíše masivní nárůst kořenů), a proto bylo pro další 

pasážování používáno výhradně tohoto média. Následovala série přesazování nejméně 

diferenciovaných částí kalusu bez morfologických znaků zhruba v intervalech 2 týdnů, čímž 

byl na buňky vytvořen vhodný selekční tlak ve smyslu zvýšení schopnosti kalusového růstu a 

byly vykultivovány stabilní kalusové kultury. 

 

4.1.2. Odvození suspensní kultury 

 

Přístroje a materiál: 

 

  Lahve a Erlenmeyerovy baňky o objemu 500 ml na klávování a uchovávání media a 2000 ml 

baňky na přípravu media. Erlenmeyerovy baňky o objemu 250 a 500 ml na pěstování kultur. 

Analytické váhy OHAUS AS 200, elektrické váhy AND SCHOELLER PHARMA, autokláv 

BMT PS 20A, pH metr LABIO AS, automatické pipety SOCOREX, třepačky (Edmund 

Buehler a Kuehler SHAKER), potravinářský alobal na uzavírání baněk a pinzeta na jejich 

otevírání a uzavíraní, box s laminárním prouděním vzduchu Holten LaminAir, plynový kahan 

Integra Biosciences – FIREBOY eco. 
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Chemikálie: 

 

  Roztoky na přípravu médií MS, myo-inositol, 2,4-D a kinetin, sacharosa, agar, kyselina 

chlorovodíková, nebo hydroxid sodný na úpravu pH média, líh. 

 

Příprava kultivačního média MS 

 

  Tekuté médium se připravuje stejným způsobem, jako tuhé medium, ale bez přídavku agaru 

a bez závěrečného povaření. Medium bylo rozlito přímo do lahví či Erlenmeierových baněk, 

které byly uzavřeny alobalem a vyklávovány.  

 

Vlastní odvození suspensní kultury 

 

  Po vypěstování kvalitního rozpadavého kalusu odrůd Tábor a Flanders byly kousky kalusu 

přeneseny přímo do Erlenmeyerovy baňky s tekutým mediem a umístěny na třepačkách (viz 

obr. č. 5). Nejprve asi měsíc pouze přežívaly velké shluky buněk, ale později se začaly 

jednotlivé buňky také uvolňovat do média a vznikly tak husté buněčné suspense. Byly 

pasážovány asi po dvou týdnech rozlitím obsahu jedné baňky do 3 baněk a doplněním na 

původní objem čistým mediem. 

 

 

Obr. č. 5 – suspensní kultury odrůdy Flanders v baňkách na třepačce. 
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4.2. Stanovení akutní toxicity TNT na organismus 

 

Materiál: 

 

  Petriho misky, filtrační papír, automaticé pipety SOCOREX 

 

Chemikálie 

 

  Kultivační médium - složení viz tabulka č. 2, TNT, DMSO (dimethylsulfoxid). 

 

Tabulka č. 2 – složení kultivačního média pro testy akutní toxicity: 

Látka Množství [g/l] 

CaCl2H2O 117,6 

MgSO47H2O 49,3 

NaHCO3 25,9 

KCl 2,3 

 

 

Příprava kultivačního média 

 

  Nejprve byly připraveny zásobní roztoky látek uvedených v tabulce č. 2 a zásobní roztok 

TNT v DMSO. Při každém pokusu byly smíchány tak, aby výsledné koncentrace látek 

odpovídaly koncentracím uvedeným v tabulce a následně byly vytvořeny koncentrační řady 

médií, ve kterých byly koncentrace TNT 0 (kontrola),10, 25, 50, 75 a 100%. 

 

Vlastní pokus pro stanovení akutní toxicity TNT 

 

  Do Petriho misek byly vloženy filtrační papíry, kopírující tvarem jejich dno, se 17 

proraženými otvory, ve kterých se měla v ekvidistálních vzdálenostech zachytit jednotlivá 

semínka. Do každé misky bylo nalito 5 ml média, vždy po třech miskách stejné koncentrace 

TNT na testovanou odrůdu. Na papír bylo položeno po 17-ti semínkách na misku (viz obr. č. 

6). Následovala třídenní kultivace za pokojové teploty v nepřítomnosti světla. 
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 Obr. č. 6 - Testy akutní toxicity 

 

Vyhodnocení 

 

  Po třech dnech byla délka kořínků změřena milimetrovým pravítkem. Pro každou Petriho 

misku byl vypočítán aritmetický průměr, do kterého nebyly započítávány tři nejmenší 

hodnoty. Následně byly vypočítány aritmetické průměry z každých tří nasazení pro danou 

koncentraci. Tyto hodnoty byly zaneseny do grafu č. 3. Průměr byl počítán dle vzorce: 

 

n

x
x průměr


  

 

xprůměr – naměřená hodnota délky kořene, resp. průměrná hodnota jednoho nasazení 

x – průměrná hodnota délky kořene jednoho nasazení, resp. průměr ze tří nasazení 

n – počet semínek, resp. počet nasazení 
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  Směrodatná odchylka zachycená v grafu nárůstu kořínků (graf. č. 3) byla počítána dle 

vzorce: 

 

1

)( 2







n

xx
S

průměr
 

 

xprůměr – průměrná hodnota vypočítaná ze tří paralelních nasazení 

x – průměrná hodnota každého ze tří paralelních nasazení 

n – počet semínek  

S – směrodatná odchylka 

 

  U procentuálního vyjádření inhibice byly hodnoty jednotlivých nasazení vztahovány vždy 

k průměrné hodnotě při 0% TNT (v grafu č. 4 není zanesena – nulová inhibice), dle vzorce: 

 

)01,0(
%

průměr

průměr

x

xx






 

 

xprůměr – průměrná hodnota délky kořínku vypočítaná ze tří paralelních nasazení při 0% TNT 

x – průměrná hodnota délky kořínku každého ze tří paralelních nasazení při dané koncentraci 

 

  Směrodatné odchylky pro graf č. 4 byly vypočítány ze tří paralelních nasazení pro danou 

koncentraci vztažených k průměru při 0% TNT. 

   Byla také odečítána klíčivost při jednotlivých koncentracích TNT (graf. č. 2), klíčivost při 

všech koncentracích dohromady (graf. č. 1) a rozdíl mezi hodnotami inhibice jednotlivých 

odrůd a průměru z hodnot všech odrůd dohromady. 
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4.3. Měření degradace TNT a DNT suspensní buněčnou kulturou  

 

Přístroje a materiál 

 

  Zařízení pro HPLC – kolony plněné reverzní fází Si-C, autosampler (SPECTRA SERIES AS 

300), UV-detektor (PDA Jasco MD 1510), vialky, injekční stříkačky 5ml a 50ml, vakuová 

odparka BÜCHI, Büchnerova nálevka, kultivační nádobky s plovoucím prámkem a 

propustnou membránou – Magenta BOX, filtrační papír, automatické pipety SOCOREX, 

třepačky, homogenisátor T25 basic (IKA Laboratortechik), centrifuga UNIVERSAL 32 R 

(Hettich ZENTRIFUGEN), box s laminárním prouděním vzduchu, elektrické váhy AND 

SCHOELLER PHARMA, odměrný válec. 

 

Chemikálie 

 

  TNT, DNT, očekávané degradační produkty: 4ADNT (4-aminodinitrotoluen), 2ADNT (2-

aminodinitrotoluen), TNB (trinitrobenzen), DNA (dinitroanilin), 2,4DANT (2,4-

diaminonitrotoluen), 2,6DANT (2,6-diaminonitrotoluen), aceton, methanol, destilovaná voda. 

 

Vlastní pokus pro zjištění míry degradace TNT a DNT suspensní buněčnou kulturou 

 

Zajištění stejného množství buněk v každé baňce 

 

  V boxu s laminárním prouděním vzduchu byly suspense zfiltrovány v kultivačních 

nádobkách Magenta-BOX pomocí propustné membrány. Následně byly buňky za pomocí vah 

rozděleny do vyklávovaných Erlenmeyerových baněk po 10g. Do každé baňky bylo 

odměřeno 50 ml média. 

 

Provedení pokusu 

 

1. Po třech dnech kultivace na třepačkách, v počátku exponenciální fáze růstu byl do každé 

baňky napipetován TNT, resp. DNT rozpuštěný v DMSO, aby výsledná koncentrace 

v baňce byla 100mg/l. Následně byly odebírány v různých časových intervalech (viz grafy 

č. 6 – 11 v části Výsledky) vzorky média ze 3 baněk, případně byly v čase odběru zároveň 
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kultury ze 2 dalších baněk zfiltrovány a buňky naloženy do acetonu. V některých 

případech byly na konci pokusu po 48-mi hodinách také odebrány kontrolní vzorky a 

vzorky stresovaných buněk za účelem provedení 2D elektroforézy (veškeré buňky ze 

suspensní kultury) a zamraženy v tekutém dusíku. 

 

2. Příprava vzorků na HPLC: 

 Médium z přímých odběrů –  přestože byly vzorky odebírány těšně u hladiny, bylo 

třeba je zcentrifugovat, aby se usadily suspendované buňky a pro HPLC odebrat 

supernatant. 

 Buňky – buňky byly v acetonu zhomogenizovány. Poté byl acetonový extrakt 

zfiltrován a suchý zbytek na filtračním papíře zvážen, aby bylo možné výsledné 

koncentrace látek vztáhnout na suchou hmotnost buněk. Aceton byl odpařen na 

vakuové odparce a zbytek rozpuštěn v 2ml methanolu. 

 

3. Proměření na HPLC: 

Byly změřeny vzorky, směsné vzorky s očekávanými degradačními produkty a 

standardy TNT resp. DNT o koncentracích 50, 100 a 200mg/l za použití lineárního 

gradientu methanolu (10 - 100%) za 40 min při rychlosti 1 cm
3 

/ min. 
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4.4. 2D elektroforéza 

 

Přístroje a materiál 

 

  Třecí miska, mikrozkumavky typu Eppendorf, Sonikační přístroj BANDELIN (SONOREX), 

míchadlo Vortex, mrazák -20°C, případně - 86°C (SANYO – Vip Series -86°C) pro 

dlouhodobé uchovávání vzorků před zpracováním, centrifuga (Hettich ZENTRIFUGEN), 

vakuová odparka BÜCHI, thermoshaker BIOSAN TS-100, kývačka BIOSAN – Multi Bio 

3D, fokusační traye, fokusační zařízení a zařízení pro elektroforézu BioRad, automatické 

pipety SOCOREX, skleněné rámečky, spektrofotometr UV mini 1240 Shimatzu a kyvety. 

 

Chemikálie 

 

   Roztok A – složení viz tab. č. 3, promývací roztok - 0,07% 2ME, 1mM PMSF 

(fenylmethansulfonyl fluorid - inhibitor proteas) , 2mM EDTA v acetonu, minerální olej, 

solubilisační pufr – složení viz tab. č. 5, chemikálie na tvorbu elektroforetických gelů viz tab. 

č. 5, isopropylalkohol (na odstranění bublinek z gelu), tekutý dusík, barvivo Coomassie 

Brilliant Blue 6250 a Coomassie Blue G 250, chemikálie na ekvilibrační pufry dle tab 6, 

elektroforetický pufr dle tab. č. 7, agaróza, elektroforetické standardy All Blue (Bio-rad), 

fixační roztoky (50% EtOH, 8% H3PO4). 

 

Precipitace a denaturace proteinů 

 

  Nejprve byly zmražené homogenisované buňky rozetřeny v třecí misce pod hladinou 

tekutého dusíku. Poté byl prášek přenesen do zvážené mikrozkumavky a převrstven 

vymraženým roztokem A (10% TCA, 0,07% 2ME v acetonu, viz tab. č. 3). Vzniklá gelovitá 

suspense byla promíchána, sonikována 2 min ve vodě s ledem a poté uložena do mrazáku      

(-20°C) na 1 hodinu. V průběhu inkubace byly suspense opakovaně promíchávány a následně 

zcentrifugovány (15 min při 14 000 rpm) na centrifuze chlazené pod 4°C. 
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Tab. č. 3 – složení roztoku A: 

Aceton 80 ml 

kyselina trichloroctová (TCA) 8 g 

2-merkaptoethanol (2ME) 54 μl 

 

Promývání pomocí roztoku 2ME v acetonu 

 

  Supernatant byl odstraněn a pelet opět suspendován ve vymraženém promývacím roztoku 

(0,07% 2ME, 1mM PMSF (fenylmethansulfonyl fluorid - inhibitor proteas) , 2mM EDTA 

v acetonu), opět sonikován a uložen do mrazáku (-20°C) na 1 hodinu. V průběhu inkubace 

byly suspense několikrát promíchány a následně zcentrifugovány (15 min při 14 000 rpm). 

Centrifuga byla chlazená pod 4°C. Supernatant byl opět odstraněn a promytí s centrifugací 

opakováno, dokud nebyl supernatant čirý (což značí oddělení proteinů od balastních látek). 

Poté byl pelet vysoušen na vakuové odparce po cca 20 min a zvážen. 

 

Solubilizace proteinů 

 

  Pro získání vysoké koncentrace proteinů ve vzorku byl použit na jejich solubilisaci 1 ml 

solubilisačního pufru (složení v tab. č. 4) na zhruba 0,5 g prášku. Vzorky byly dobře 

promíchány a inkubovány 1 hodinu při 37°C na thermoshakeru za občasného protřepávání. 

Dále byly vzorky zcentrifugovány (15 min při 14 000 rpm). Centrifuga nebyla již chlazená. 

Supernatant byl uchován v mikrozkumavce. Nakonec byly vzorky ještě jednou 

centrifugovány za stejných podmínek, aby se vyloučila přítomnost pevných částic, které by 

vadily při fokusaci či konečné elektroforéze. Supernatant byl opět přenesen do nové 

mikrozkumavky.  
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Tab č. 4: složení solubilisačního pufru. 

8M močovina 0,96 g 

2% CHAPS (3-[(3-

cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-

propansulfonát) 

0,04 g 

50mM Dithiotreitol 15,4 mg 

0,2% amfolyty 20 µl 

H2O (proteomic) 1,25 ml 

 

Měření obsahu bílkovin dle Bradfordové: 

 

  Bylo smícháno 780 µl vody, 200 µl barvičky Coomassie Brilliant Blue 6250 a 20 µl vzorku. 

Barvivo se sorbuje na bílkoviny a tím posouvá maximum absorpčního spektra z 465nm na 

595 nm. Z absorbance při této vlnové délce byla stanovena koncentrace proteinů ve vzorcích.  

 

Rehydratace stripů 

 

  Do žlábku fokusačního traye bylo naneseno 125µl vzorku. Následně byl do žlábku vložen 

gelem dolů 7 cm dlouhý strip a nechal se cca 20min zasáknout. Následně byl převrstven 1ml 

minerálního oleje a pasivně rehydratován v termostatu po 12 hodin při 20°C. 

 

Podmínky pro isoelektrickou fokusaci 

 

  Změny napětí na elektrodách v průběhu isoelektrické fokusace: nejprve bylo na elektrody 

vloženo napětí 250V po dobu 15-ti min, následně bylo napětí postupně zvyšováno za 2 

hodiny na 4000V, které byly udržovány po dalších 5 hodin a nakonec bylo napětí sníženo na 

500V a udržováno na této hladině po zhruba 7 hodin (poslední krok nemá dané časové 

omezení). 

 

Příprava gelů 

 

  Nejprve bylo sestaveno zařízení pro elektroforézu. Potom byly namíchány gely podle 

tabulky č. 5. TEMED (N,N,N´,N´-tetramethylendiamin) a 10 % APS (persulfát amonný) byl 

přidán až těsně před použitím. Poté byl gel napipetován mezi skleněné rámečky asi půl cm 
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pod horní okraj. Na gel byl nalit isopropylalkohol pro odstranění bublin a vyrovnání povrchu 

(případně byl napipetován ještě stacking gel na zastrčení hřebínku – to pouze v jednom 

případě, kdy byly měřeny i standardy). Za čtvrt hodiny gel ztuhl, isopropylalkohol byl slit a 

vysušen filtračním papírem. 

 

Tab. č. 5 - složení gelu pro elektroforézu: 

1,5 M Tris pH 8,8 

(tris(hydroxymethyl)aminomethan) 

2,5 ml 

44% akrylamid mix 2,3 ml 

50% glycerol 1,0 ml 

0,2 M EDTA 100 μl 

10% SDS (dodecylsulfát sodný) 100 μl 

10% APS (persulfát amonný) 50 – 100 μl 

voda 3,9 ml 

TEMED (N,N,N´,N´-tetramethylendiamin) 7 μl 

 

 

Vlastní průběh SDS-PAGE 

 

  Stripy s proteiny rozdělenými dle isoelektrického bodu byly ekvilibrovány v ekvilibračním 

pufru s dithiotreitolem (pufr EqI) po dobu 15-ti minut na kývačce. Poté byly ekvilibrovány 

v ekvilibračním pufru s jodoacetamidem (pufr EqII) opět 15 minut na kývačce. Složení obou 

ekvilibračních pufrů je uvedeno v tabulce č. 6. Následně byly stripy promyty 

v elektroforetickém pufru, jehož složení je popsáno v tabulce č. 7, naneseny na gely a zality 

0,8% rozehřátou agarózou v elektroforetickém pufru obarvenou coomassie (pro orientační 

kontrolu průběhu elektroforézy). Rámečky byly vyjmuty z držáčků pro přípravu gelu a 

přichyceny do zařízení pro elektroforézu, které bylo celé ponořeno do vaničky naplněné zčásti 

elektroforetickým pufrem. Další pufr byl nalit mezi rámečky s gely a případně byly přidány 

standardy (3 μl All Blue – Bio-rad) do komůrky vytvořené hřebínkem Poté byl zapnut proud 

15 mA/gel. Pokus probíhal 45 minut při 100V. 

 

 

Tab č. 6 – složení ekvilibračních pufrů: 
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látka/pufr: EqI EqII 

močovina 11,82 g 11,82 g 

Tris pH 8,8 8 ml 8 ml 

SDS 0,64 g 0,64 g 

glycerol 6,4 g 6,4 g 

dithiotreitol 0,64 g - 

jodoacetamid - 0,8 g 

voda ad 32 ml ad 32 ml 

 

Tab. č. 7 – složení elektroforetického pufru: 

Látka Množství 

Tris 1,826 g 

Glycin 8,648 g 

SDS 0,6 g 

Voda 600 ml 

 

Barvení koloidní Coomassie G250 

 

  Gely byly po proběhnutí elektroforézy propláchnuty destilovanou vodou, vyjmuty z rámečků 

a pravý dolní roh odříznut pro pozdější orientaci. Poté byly fixovány ve fixačním roztoku 

(50% EtOH, 8% H3PO4) přes noc. Ráno byly lehce promyty destilovanou vodou a barveny 

v Coomassie Blue G250 několik hodin. Nakonec byly odbarveny v destilované vodě do 

požadované barvy pozadí. 
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5. VÝSLEDKY: 

 

5.1. Test akutní toxicity TNT: 

 

  Pomocí inhibice růstu kořene klíčících semen různých odrůd Linum usitatissimum byly 

zjišťovány rozdíly v citlivosti na přítomost TNT v médiu. Za účelem screeningu bylo 

proměřeno celkem 18 různých odrůd – Elektra, Escalina, Laura, Bonet, Flanders, Jordán, 

Viking, Viola, Tábor, Jitka, Atalanta, Ilona, Hermes, Super, Agáta, Venica, Mercur a Lola. 

Maximální rozpustnost TNT ve vodě je 100mg/l. Byly tedy testovány koncentrace 0, 10, 25, 

50, 75 a 100 mg/l, vždy po třech Petriho miskách na danou koncentraci a na každé Petriho 

misce bylo 17 semínek.  

  Při vyhodnocování byl vypočten průměr ze tří nasazení o 17-ti semínkách (3 nejmenší 

hodnoty z každého nasazení byly vyřazeny). Výsledky u některých odrůd byly velmi 

ovlivněny klíčivostí. Proto je v grafu č. 1 uveden přehled klíčivosti v % naklíčených semínek 

ve všech koncentracích TNT a v grafu č. 2 hodnoty klíčivosti pro každou koncentraci zvlášť, 

je zde patrný mírný inhibiční vliv TNT na klíčivost.  

  Délky kořínků u jednotlivých odrůd při různých koncentracích TNT v médiu jsou zaneseny 

v grafu č. 3, výsledky porovnání míry inhibice vzhledem ke kontrolnímu pokusu (0% TNT) v 

grafu č. 4. V grafu č. 5 jsou vztaženy konkrétní hodnoty inhibice jednotlivých odrůd 

k průměrným hodnotám všech odrůd při daných koncentracích, takže je zde patrná skutečná 

meziodrůdová rozdílnost. 

   

Klíčivost odrůd - celková

0,00%

20,00%

40,00%

60,00%

80,00%

100,00%

120,00%

Odrůdy

%
 n

ak
líč

en
ýc

h

Hermes

Ilona

Atalanta

Jitka

Tábor

Viola

Viking

Jordán

Flanders

Bonet

Laura

Escalina

Elektra

Super

Agáta

Venica

Mercur

Lola

 

Graf č. 1 – klíčivost odrůd ve všech Petriho miskách.
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  Graf č. 2 – porovnání klíčivosti odrůd Linum usitatissimum při různých koncentracích TNT – procento naklíčených semínek.
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Graf č. 3 – nárůst kořínků u jednotlivých odrůd Linum usitatissimum při různých koncentracích TNT.
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Srovnání ihibice růstu u jednotlivých odrůd
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Graf č. 4 – porovnání inhibice růstu jednotlivých odrůd Linum usitatissimum ve vzrůstající koncentraci TNT vzhledem ke kontrolnímu pokusu (0% TNT).  
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Inhibice elongace kořínků ve vztahu k průměrným hodnotám
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Graf č. 5 – Inhibice elongace kořínků jednotlivých odrůd Linum usitatissimum ve vztahu k průměrným hodnotám všech odrůd – je zde vidět 

skutečná meziodrůdová rozdílnost.  
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5.2. Kultury in vitro: 

 

  Pro odvození kalusových kultur byla semena nejprve ponořena na chvíli do 60% ethanolu 

pro zvýšení smáčivosti a následně byla na 10 min ponořena do 10% roztoku Sava za účelem 

sterilisace povrchu. Poté byla umístěna do Petriho misek s kultivačním médiem. Byla použita 

média MS s přídavkem rostlinných hormonů a bez nich, složení je uvedeno v experimentální 

části práce. Přes poměrně drastický způsob sterilisace byla po dvou týdnech většina 

naklíčených semínek napadena plísní. Od každé z šesti nasazovaných odrůd se však podařilo 

oddělit nezasaženou rostlinku.  

  Při prvním pasážování byly přesazeny pouze semenáčky naklíčené v médiích s přídavkem 

rostlinných hormonů, neboť nebyly příliš hluboko vrostlé do půdy a šly lépe oddělit. 

Rostlinky byly rozděleny na více částí a přeneseny na médium s rostlinnými hormony ve 

skleničkách od dětské výživy. Postupně se začínaly na poraněných částech rostlinek tvořit 

kalusy. Ve zhruba dvoutýdenních intervalech byly nejméně diferencované části přenášeny na 

nové médium, dokud se nevyvinuly plně dediferencované kalusové kultury, které byly dále 

uchovávány pravidelným pasážováním ve dvoutýdenních intervalech. Takto byly bez větších 

problémů odvozeny kalusové kultury od odrůd Ilona, Tábor, Jitka, Flanders, Viola a Hermes. 

(viz obrázek č. 7). 

 

 

Obr. č. 7 - kalusová kultura Linum usitatissimum – odrůda Tábor. 
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Od odrůd Viola, Tábor a Flanders byly odvozeny suspensní buněčné kultury. Když vznikl 

kvalitní rozpadavý kalus, byla jeho část přenesena do tekutého média. Nejprve se buňky 

držely v původních shlucích, ale po několika týdnech se začaly uvolňovat do média a vznikla 

hustá buněčná suspense (viz obrázek č. 8). Nikdy nebylo dosaženo úplné homogenity, ale 

vždy byly okem viditelné i poněkud větší shluky buněk. 

 

 

Obr. č. 8 - suspensní kultura Linum usitatissimum – odrůda Viola. 
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5.3. Výsledky HPLC: 

 

  Po exposici suspensních kultur TNT resp., DNT o koncentraci 100 mg/l byl měřen úbytek 

těchto xenobiotik v médiu v závislosti na čase, případně i výskyt degradačních produktů 

v acetonových extraktech z buněk (seznam zjišťovaných degradačních produktů je uveden u 

grafu č. 9). Koncentrace měřených látek v analyzovaných vzorcích byly určovány za pomocí 

kalibračních křivek vypočítaných z různých koncentrací standardů TNT resp. DNT. Byly 

proměřeny i směsné vzorky, aby bylo možné určit, které z píků představují hledané 

sloučeniny.  

  Detekce probíhala na UV-detektoru při vlnové délce 230 nm. Detailní popis přístrojového 

vybavení je uveden v experimentální části. 

 

5.3.1. Degradace TNT suspensními kulturami: 

 

Odběry nezahuštěného média: 

 

  Cílem pokusu bylo určit schopnosti odrůd Tábor, Flanders a Viola degradovat TNT. Vzorky 

média odebíraného v průběhu pokusu ze tří paralelně stresovaných suspensních kultur byly 

dále zpracovány dle postupu popsaného v oddíle Experimentální část.  

 

Degradace TNT suspensní kulturou odrůdou Tábor
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Graf č.6: Degradace TNT suspensní kulturou odrůdy Tábor – závislost koncentrace TNT 

v médiu suspensní kultury (procenta z původní koncentrace 100mg/l) na čase (min).  
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Degradace TNT odrůdou Flanders 

0

5

10

15

20

25

30

35

0 50 100 150 200 250 300 350

čas (min)

k
o

n
c

e
n

tr
a

c
e

 T
N

T
 v

 m
é

d
iu

 

(p
ro

c
e

n
ta

)

Graf č.7: Degradace TNT suspensní kulturou odrůdy Flanders – závislost koncentrace TNT 

v médiu suspensní kultury (procenta z původní koncentrace 100mg/l) na čase (min).  
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Graf č.8: Degradace TNT suspensní kulturou odrůdy Viola – závislost koncentrace TNT 

v médiu suspensní kultury (procenta z původní koncentrace 100mg/l) na čase (min).  
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  V případě degradace TNT klesla u odrůd Tábor a Viola koncentrace xenobiotika na nulu 

v průběhu prvních šesti hodin. Mezi těmito odrůdami nebyla zaznamenána výrazná variabilita 

v průběhu křivek popisujících závislost koncentrace TNT na čase.  

  Nízká výchozí koncentrace TNT u pokusu s odrůdou Viola (graf č. 8) je pravděpodobně 

způsobena špatným zpracováním vzorku. Z tohoto měření byly zároveň po 30-ti a 90-ti 

minutách, 9,5-ti a 20-ti hodinách odebírány buňky ze stresovaných kultur. Z buněk byly 

připraveny acetonové extrakty podle postupu popsaného v experimentální části. Výsledky 

měření těchto extraktů jsou zachyceny v grafu č. 9. 

 

Výsledky z acetonových extraktů homogenisovaných buněk odrůdy Viola: 

 

  V acetonových extraktech z buněk byla ověřována přítomnost následujících možných 

degradačních produktů: 4ADNT (4-aminodinitrotoluen), 2ADNT (2-aminodinitrotoluen), 

TNB (trinitrobenzen), DNA (dinitroanilin), 2,4DANT (2,4-diaminonitrotoluen), 2,6DANT 

(2,6-diaminonitrotoluen). V grafu č. 9 je zaznamenán vývoj píku který odpovídal dle 

směsných vzorků retenčnímu času trinitrobenzenu a dvou nerozlišitelných píků splývajících 

do směsného píku, které odpovídají retenčnímu času 2-amino-dinitrotoluenu a 4-amino-

dinitrotoluenu (v grafu označené jako redukční produkty). 
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Graf č.: 9 – Přírůstek degradačních produktů TNT v acetonových extraktech 

homogenisovaných buněk odrůdy Viola – vývoj velikosti plochy píků v závislosti na čase 

(min).
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5.3.2. Degradace DNT suspensními kulturami: 

 

Odběry nezahuštěného média: 

 

  Cílem pokusu bylo určit schopnosti odrůd Tábor a Flanders degradovat DNT. Vzorky média 

odebíraného v průběhu pokusu ze tří paralelně stresovaných suspensních kultur byly dále 

zpracovány dle postupu popsaného v oddíle experimentální část.  
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Graf č. 10 – degradace DNT suspensní kulturou odrůdy Viola – závislost koncentrace DNT 

v médiu suspensní kultury (procenta z původní koncentrace 100mg/l) na čase (min).  
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Graf č.: 11 – degradace DNT suspensní kulturou odrůdy Tábor – závislost koncentrace DNT 

v médiu suspensní kultury (procenta z původní koncentrace 100mg/l) na čase (min).  

 

  Výsledky těchto pokusů ukazují, že DNT nedokáže ani jedna z odrůd degradovat, narozdíl 

od TNT. Přestože počáteční koncentrace xenobiotika v médiích jsou rozdílné, průběh křivek 

je podobný. Zajistit přesně stejné koncentrace by bylo velmi složité, protože sloučeniny se 

pravděpodobně zčásti vysrážejí a zčásti chelatují s kovy přítomnými v médiu. 
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5.4. 2D gelová elektroforéza  

 

  V rámci jednoho pokusu byly měřeny vždy dva vzorky buněk získaných z buněčných 

suspensních kultur - jeden kontrolní a jeden stresovaný. Vzorky byly získány ze suspensních 

kultur stresovaných zároveň s kulturami, ze kterých bylo odebíráno médium za účelem měření 

na HPLC (viz výše), doba stresování byla vždy 48 hodin. 

 

5.4.1. Výsledky elektroforézy s odrůdou Flanders  

 

Gely kultur stresovaných DNT: 

Obr. č. 9 a 10 – 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensních buněčných kultur odrůdy 

Flanders vlevo kultura stresovaná DNT, vpravo kontrola. 

 

  Ve dvou oblastech je vidět určitá změna v hustotě proteinů v případě kultur stresovaných 

DNT. I když je gel stresované kultury v poměru ke kontrolnímu poněkud tmavší, spot 

vyznačený u pravého okraje je světlejší. Naopak vlevo nahoře od tohoto spotu se zdá být 

proteinová hustota vyšší, neboť spot je zde o dost tmavší, daleko více než by odpovídalo 

celkovému rozdílu mezi oběma gely. 

  Tato informace je však vzhledem k malému rozměru gelů a velké hustotě proteinů pouze 

orientační. Pro dosažení větší výpovědní hodnoty by bylo třeba vzorky rozdělit na více frakcí.
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 Gely kultur stresovaných TNT: 

Obr. č. 11 a 12 –2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensních buněčných kultur odrůdy 

Flanders, vlevo kultura stresovaná TNT, vpravo kontrola. 

 

  Také u gelu kultury stresované TNT je vidět poněkud silnější exprese některých proteinů a 

potlačení exprese jiných. Ve spodním pravém rohu gelu stresované kultury je zřetelný spot, 

který je u kontroly pouze naznačen. Naproti tomu blízko levého horního rohu je téměř 

nezjistitelný spot, který je na kontrolním gelu poměrně jasně vidět (rozdíl je zřetelný i při 

porovnání se spotem těsně nad ním – u kontroly jsou oba stejně silné, u stresované kultury je 

spodní spot daleko světlejší). Zajímavé je, že změny jsou v jiných oblastech, než v případě 

stresování kultur dinitrotoluenem. 
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5.4.2. Výsledky elektroforézy s odrůdou Tábor 

 

Gely z kultur stresovaných DNT: 

Obr. č. 13 a 14 – 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensních buněčných kultur odrůdy 

Tábor, vlevo kultura stresovaná DNT, vpravo kontrola. 

 

  Narozdíl od odrůdy Flanders je u odrůdy Tábor v případě DNT vidět na gelu stresované 

kultury pouze několik bodů tmavších než u kontroly, přestože celkově je kontrolní gel tmavší, 

což svědčí o indukci exprese proteinů. 

 

Gely z kultur stresovaných TNT: 

Obr. č. 15 a 16 – 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensních buněčných kultur odrůdy 

Tábor, vlevo kultura stresovaná TNT, vpravo kontrola. 
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  Na gelu kontroly jsou vidět některé body tmavší, než na gelu stresované kultury. Což 

naznačuje potlačení exprese při stresování kultur TNT. Místo změny genové exprese 

neodpovídá žádnému z míst, ve kterých došlo ke změně u odrůdy Flanders. Spoty, které 

měnily intensitu v případě odrůdy Flanders jsou na obr. 15 a 16 stejně výrazné. Pro lepší 

porovnání jsou dále uvedeny gely obou odrůd vedle sebe. 

  Také není vidět žádná podobnost se změnami v případě stresování kultur DNT, což svědčí o 

tom, že degradace obou nitrosloučenin se účastní jiné enzymy.  

 

5.4.3. Srovnání proteomu obou odrůd: 

 

Nestresované kultury:  

Obr č. 17 a 18 – 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensních buněčných kultur odrůd 

Flanders (vlevo) a Tábor (vpravo) - porovnání gelů nestresovaných kultur. 

 

  Přesto, že v hrubých rysech jsou si gely dost podobné, lze na nich najít i výrazné odlišnosti.  

I když se jedná o stejný druh, má meziodrůdová variabilita výrazný vliv na rozdíly v expresi 

jednotlivých genů a tedy na variabilitu proteomu. Porovnání je spíše orientační, neboť 

výsledky byly získány v průběhu různých pokusů. 
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Kultury stresované DNT: 

Obr. 19 a 20 – 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensních buněčných kultur odrůd 

Flanders (vlevo) a Tábor (vpravo) – porovnání gelů kultur stresovaných DNT. 

 

  Exprese proteinu, který se zdá být konstitutivní dle kontroly i dle gelu stresované odrůdy 

Tábor, je v případě odrůdy Flanders přítomností DNT potlačena (jedná se o spot 

zakroužkovaný blízko pravému dolnímu rohu). Zajímavé je, že na odrůdu Tábor nemá DNT 

tento vliv. Na obou gelech je v oblasti blízké pravému hornímu okraji tmavší oblast, než u 

kontroly. To by mohlo odpovídat zvýšené genové expresi některého z proteinů účastnících se 

degradace DNT. 
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Kultury stresované TNT: 

Obr. 20 a 21 – 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensních buněčných kultur odrůd 

Flanders (vlevo) a Tábor (vpravo) – porovnání gelů kultur stresovaných TNT. 

 

  Na gelech kultur stresovaných TNT jsou sice znatelné změny oproti kontrolám, ale na 

různých místech a různého charakteru. Zatímco u Táboru došlo spíše k potlačení exprese 

(spoty na obr. 21 vůbec nejsou – jsou vyznačeny na kontrolním gelu – obr. 16), u Flanders je 

naopak exprese zesílena.  
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6. Diskuse 

 

  Remediační potenciál rostlin je bezpochyby obrovský, jak bylo mimo jiné popsáno v mnoha 

studiích, z nichž některé byly citovány v teoretické části této práce. Pro jeho úspěšné využití 

však nestačí pouze aby rostlina degradovala přítomnou sloučeninu, ba dokonce ani její 

přirozený výskyt v znečištěných lokalitách nemusí hrát významnou roli při dekontaminaci. 

Proto je třeba přirozeně probíhající proces zrychlit a zefektivnit cíleným výběrem rostlinných 

druhů vhodných pro danou lokalitu a daný druh znečištění. Velmi důležitým faktorem je 

množství rostlinných organismů a jejich životaschopnost. Proto byl pro výzkum v této práci 

vybrán právě len, neboť kultivace této rostliny má velmi dlouhou tradici a v případě finální 

aplikace by zemědělské postupy mohly velmi napomoci při realizaci fytoremediačního 

procesu (zvětšování měřítka z laboratoře na praktické využití). 

  Velkým problémem z hlediska znečištění půdy jsou v dnešní době nitrosloučeniny. Rozsah a 

závažnost znečištění těmito látkami byla také naznačena v teoretické části. Stejně tak je zde 

dokázána smysluplnost hledání fytoremediačního řešení tohoto problému vzhledem k  již 

popsaným úspěšným aplikacím. Nelze však jednoduše přejímat modely, které byly použity 

v jiných podnebných a půdních podmínkách. Proto se v této práci zabýváme právě 

nitrosloučeninami, konkrétně TNT jako jednou z nejrozšířenějších a DNT, který se pravidelně 

vyskytuje jako doprovodný polutant a v některých oblastech může tvořit i hlavní složku 

znečištění (např. v okolí továren na výrobu polyuretanových pěn).  

  Jednotlivé odrůdy lnu byly porovnávány pro zjištění vlivu interdruhové diversity na 

remediační potenciál. Za účelem screeningu byly ve velkém množství prováděny testy akutní 

toxicity pomocí měření délky kořínků klíčících rostlinek. Maximální rozpustnost TNT ve 

vodě je 100mg/l. Byly testovány koncentrace 0, 10, 25, 50, 75 a 100 mg/l. Výsledky testů jsou 

shrnuty v grafech 1 až 5. U některých odrůd (konkrétně Escalina, Laura, Viola, Tábor, Jitka, 

Atalanta, Super a Lola) výsledky naznačují, že nízké dávky TNT mohou rostliny dokonce 

stimulovat k růstu, jak je vidět z grafu č. 3, který znázorňuje nárůst kořínků v centimetrech a 

z grafu č. 4, který znázorňuje míru inhibice vzhledem ke slepému pokusu. U zmíněných odrůd 

byl zaznamenán větší nárůst při nízkých koncentracích TNT, než když se TNT v médiu vůbec 

nevyskytoval. Hodnoty jsou zde sice zatíženy poměrně velkou statistickou chybou (viz 

chybové úsečky v grafu č. 3), přesto však lze vyšší nárůst v těchto podmínkách oproti nulové 

koncentraci TNT považovat u některých odrůd za potvrzený (Lola, Tábor). To může být 

způsobeno například antibiotickým působením xenobiotika. Zatímco takto reagující Jitka byla 
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při koncentraci 100mg/l výrazně inhibována (nejvíce ze všech odrůd), Tábor a Super si 

udržely nízkou míru inhibice při všech měřených koncentracích. Při 100 mg/l vykazovala 

nejmenší míru inhibice odrůda Atalanta. To potvrzuje poměrně velké rozdíly u jednotlivých 

odrůd ve schopnosti vyrovnat se s xenobiotiky v substrátu. 

  Je také třeba přihlédnout ke klíčivosti jednotlivých odrůd, která je dost ovlivněna kvalitou 

dodaných semínek. Kvalitu osiva charakterizuje především klíčivost při 0% TNT, kterou lze 

vyčíst z grafu č. 2. U odrůd Venica, Lola, Super a Mercur byla nižší než 80 % a u odrůdy 

Atalanta dosahovala téměř jen 60%. Již pouhým okem šlo rozeznat u některých z těchto odrůd 

poškozená semínka, čímž jsou nepochybně zkreslovány zjištěné výsledky. 

  Klíčivost v celém souboru měla mírně klesající tendenci směrem k vyšším koncentracím 

TNT (znázorněno v grafu č. 2). Celkem byly však rozdíly, které lze připsat koncentraci 

xenobiotika tak malé, že i když je zanedbáme, obdržíme započítáním klíčivosti při všech 

koncentracích zajímavou informaci, vycházející z velkého souboru měření. Tato informace je 

znázorněna v jednodušším grafu č. 1. Ve většině případů se totiž při vyšších koncentracích 

TNT pouze zkracovala délka kořínků a nesnižovala se výrazně klíčivost. 

  Pro větší názornost byl zařazen i graf č. 5, ve kterém je zanesen rozdíl procentuálních 

vyjádření míry inhibice jednotlivých odrůd a průměrné inhibice všech odrůd při dané 

koncentraci. Měla by zde být zachycena skutečná míra mezidruhové rozdílnosti. 

Nadprůměrnou schopnost degradovat testované látky jeví podle tohoto grafu odrůdy Mercur, 

Lola, Super a Atalanta, které ale vykazují nízkou klíčivost, dále Tábor, který klíčí dobře a má 

obecně poměrně velký nárůst při všech koncentracích. Velmi zajímavé jsou z tohoto hlediska 

odrůdy Elektra a Agáta, jejichž křivky
*
 zprvu naznačují vyšší míru inhibice, než průměrné 

hodnoty, ale postupně téměř lineárně klesají a ke konci mají jedny z nejnižších hodnot. To 

naznačuje, že nižší koncentrace TNT působí na tyto odrůdy toxičtěji než na ostatní, a vyšší 

naopak. Velmi markantní je tento průběh také u křivek odrůdy Merkur, která má však nízkou 

klíčivost, a odrůdy Bonet, která se ovšem nedostane ve svém průběhu pod průměrné hodnoty. 

Opačný průběh, který ovšem není tak překvapivý, mají křivky odrůd Viola a Jitka. 

  Chybové úsečky v grafu nárůstu kořínků (graf. č. 3) charakterizují velikost směrodatné 

odchylky a byly počítány z rozdílů jednotlivých nasazení dané koncentrace. Graf 

procentuálního vyjádření (graf č. 4) vztahuje hodnoty v případě každého nasazení 

k celkovému průměru dané odrůdy při 0% koncentraci (tedy průměr všech tří nasazení při 

                                                 
*
 
1
 Dle mého názoru je průběh křivek zřejmý i ze zde uvedených sloupcových grafů. Tento způsob vyjádření 

jsem zvolil, protože je v daném objemu dat přehlednější, než klasický bodový graf. 
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0%). Z těchto hodnot byla také počítána směrodatná odchylka, čímž byla zajištěná 

smysluplnost vzájemného porovnávání jednotlivých nasazení.  

  Pro případné fytoremediační využití lze na základě těchto grafů doporučit odrůdu Tábor, 

která má velkou klíčivost při 0% TNT (98,04%) i v celkovém souboru měření (97,06%), 

prosperuje při nízkých koncentracích TNT (o 30,88% větší nárůst při 10% TNT) a dobře klíčí 

i při koncentracích 100 mg/l (inhibice pouze 79,86%, což je o 5,15% méně než průměrná 

hodnota všech odrůd). Z hlediska níže popsané toxicity DNT na rostliny lnu však nelze o 

jejich skutečném využití k odstraňování nitrosloučenin z půdy uvažovat. Nejzajímavější 

průběhy rozdílů procentuálních hodnot inhibice a průměrných hodnot jsou vyznačeny v grafu 

č. 12. Je zde zanesen i průběh křivky odrůdy Flanders, která byla dále zkoumána pomocí 

HPLC a 2D elektroforézy.  

 

Inhibice elongace kořínků ve vztahu k průměrným hodnotám - nejzajímavější průběhy 
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Graf č. 12 – Procentuální vyjádření inhibice elongace kořínků vybraných odrůd 

ve stoupajících koncentracích TNT ve vztahu k průměrným hodnotám všech měřených odrůd. 

 

  Velmi používanou technikou při výzkumu schopnosti rostlin degradovat xenobiotika je 

exposice suspensních, případně kalusových kultur dané látce. Proto bylo součástí této práce i 

jejich odvození za účelem použití pro další testy. Velké rozdíly mezi vybranými odrůdami 

byly zřetelné již z rozdílné rychlosti nárůstu biomasy. Nejlepší vlastnosti jevila odrůda Tábor. 
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Vcelku lze ale říci, že odvození kalusové kultury ze semínek lnu nebylo příliš problematické, 

až na jejich dost složitou sterilisaci vlivem malé smáčivosti povrchu semen.  

  Poměrně ochotně vznikaly i suspensní kultury poté, co byly části zhruba 3-4 krát 

pasážovaných kalusů umístněny do tekutého kultivačního média. Nejprve sice nebyl znát 

příliš veliký nárůst a shluky buněk stále držely pohromadě, ale po zhruba 6-ti týdnech se 

buňky začaly masivně množit a vznikla hustá suspensní kultura, která však nikdy nedosáhla 

úplné homogenity – vždy byly její součástí i poněkud větší shluky buněk. 

  Měření degradace xenobiotik pomocí suspensních kultur je důležitý a užitečný způsob, jak 

odhalit metabolismus dané sloučeniny a její osudy v rostlinných pletivech. Nutno přiznat, že 

výsledky úbytku TNT a DNT v médiu suspensních kultur získané z měření na HPLC 

neopravňují usuzovat na velké meziodrůdové rozdíly, narozdíl od výsledků měření akutní 

toxicity pomocí délek kořínků.  

  Přestože bylo do média dodáno množství nitrosloučenin odpovídající maximální 

rozpustnosti, nebylo těchto hodnot dosaženo, pravděpodobně protože se velká část TNT, 

respektive DNT vysrážela. Zabránit tomuto nedostatku by bylo velmi složité, neboť není jisté, 

co by se dělo s měřenými látkami v případě autoklávování se sterilisovaným médiem. Navíc 

zde může velkou roli hrát chelatace s přítomnými kovy, kterých je v médiu poměrně dost (viz 

tab. č. 1).  

  Tato skutečnost však nestačí na vysvětlení příliš nízké koncentrace TNT v případě pokusu 

s odrůdou Viola (graf č. 8). Pravděpodobně nastala chyba v průběhu přípravy vzorku. Přesto 

však je pokus zajímavý z hlediska zjištění degradačních produktů. Porovnáním se směsnými 

vzorky bylo zjištěno, že na chromatogramu acetonového extraktu z buněk je největší pík 

v oblasti odpovídající retenčnímu času trinitrobenzenu (TNB) a dále směsný dvojitý pík, který 

nešel rozlišit v oblasti redukčních produktů  2-amino-4-nitrotoluenu a 4-amino-2-nitrotoluenu 

(dále redukční produkty). 

  Průběhy křivek zachycující koncentraci těchto degradačních produktů v závislosti na čase 

jsou zachyceny v grafu č. 9. Odlišnost průběhu křivky TNB a redukčních produktů naznačuje 

složitost degradačních procesů. Zatímco množství TNB nejprve klesá, což může naznačovat 

jeho odbourávání na jiný degradační produkt, množství redukčních produktů naopak ze 

začátku mírně stoupá. Obě látky se poté ustálily na určité koncentraci, což naznačuje 

rovnováhu mezi odbouráváním a tvorbou. Ke konci pokusu opět docházelo k vzestupu 

množství TNB a také k mírnému vzestupu množství redukčních produktů. 

  Zajímavé bylo zjištění, že ač kultury poměrně bez problémů degradovaly TNT až na 

nulovou koncentraci v průběhu prvních pěti hodin kultivace (viz grafy č. 6, 7 a 8), nedokázaly 
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degradovat DNT (průběh koncentrace DNT je v grafech 10 a 11). Došlo sice k mírnému 

poklesu koncentrace na začátku pokusu, ale následně koncentrace opět pozvolna vzrůstala. To 

je možné vysvětlit absorpcí xenobiotika buňkami, následnou smrtí většiny buněk (viz tab. č. 

6) s postupným zpětným uvolňováním toxické látky do média a zároveň rozpouštěním 

vysrážené frakce. Skutečnost, že buňky v případě exposice vysoké koncentraci této 

sloučeniny rychle umíraly, byla prokázána pomocí testu viability, který je založen na oxidační 

rekci s TTC (trifenyltetrazolium chlorid - živé buňky jej přeměňují na formazan, jehož  

koncentraci lze měřit spektrofotometricky – výsledky testu jsou v tab. č. 6)
53

 

 

Tab č. 6: Testy viability měřené pomocí oxidační reakce s TTC: 

zkoušená látka % živých buněk po třídenní exposici 

kontrola 1 100 

kontrola 2 95 

DNT (A) 22 

DNT (B) 6 

DNT (C) 6 

TNT (A) 95 

 

  Následně byly vybrány některé z odrůd pro detailnější zmapování proteomu za pomocí 

techniky dvojdimenzionální gelové elektroforézy. Konkrétně se jednalo o odrůdy Flanders a 

Tábor, neboť první z nich byla TNT výrazně inhibována v nárůstu kořínků, zatímco druhá 

relativně daleko méně (viz graf č. 12). Daly se tedy očekávat rozdíly v expresi proteinů 

účastnících se degradace nitroaromátů. Gely nestresovaných rostlin vypadají v některých 

oblastech poměrně rozdílně, ale v hlavních rysech (nejvýraznější spoty) jsou si dost podobné 

(viz srovnání obr. č. 17 a 18), což odpovídá tomu, že u různých odrůd stejného druhu nemusí 

být rozdíly v proteinové výbavě příliš velké. Pro zpřesnění výsledků by bylo třeba rozdělit 

solubilisované proteiny na více frakcí. 

  Rozdíly jsou patrné také u gelů stresovaných kultur, jak v porovnání s gely kontrolními, tak i 

v porovnání reakcí obou odrůd mezi sebou. Zatímco gely kultur odrůdy Tábor stresovaných 

TNT měly oproti kontrole některé spoty světlejší (obr. 15 a 16), což spíše značí úbytek 

odpovídajících proteinů, u gelů kultur stresovaných DNT je tomu naopak (obr. 13 a 14). 

Stejně tak rozdíly na gelech kultur odrůdy Flanders stresovaných TNT a DNT se nevyskytují 

v totožných oblastech (obr. 9, 10, 11 a 12). To by mohlo naznačovat různý metabolismus 
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obou sloučenin navzdory jejich strukturní podobnosti. Ve prospěch této hypotesy svědčí i 

fakt, že DNT je pro suspensní kultury ve vyšších koncentracích daleko toxičtější než TNT.  

  U odrůdy Flanders stresované DNT je na jednom místě na gelu patrná zvýšená exprese 

proteinů. V této oblasti je také několik zvýrazněných spotů na gelu stresované kultury odrůdy 

Tábor (viz srovnání obr. č. 19 a 20), to naznačuje pravděpodobné umístění proteinu 

účastnícího se degradace tohoto xenobiotika. Na jiném místě, které se zdá znázorňovat 

konstituční gen, byl však u gelu Flanders zaznamenán narozdíl od gelu Tábor pokles 

proteinové hustoty. To může znamenat inhibici exprese, případně i vlivem patologického 

procesu, který se projevil u této na xenobiotika citlivější odrůdy. Naopak Tábor vykazoval 

zvýšenou expresi na místě, kde nebyla zaznamenána změna u Flanders. Dá se tedy usuzovat 

na odrůdově specifickou reakci na přítomnou sloučeninu. 

  Při porovnání gelů rostlin stresovaných TNT (obr. 20 a 21) nebyly pozorovány změny 

v expresi proteinů, které by byly pro obě odrůdy společné, neboť zaznamenané rozdíly nejsou 

v totožných oblastech. Flanders zvyšuje expresi určitých proteinů a snižuje expresi jiných, 

Tábor ve všech zaznamenaných oblastech expresi snižuje. Je možné, že tyto rozdílné reakce 

jsou podstatou rozdílné toxicity TNT pro obě odrůdy. 

  Po celkovém zpracování výsledků lze říci, že bez genové modifikace ve smyslu zvýšení 

potenciálu degradovat DNT, není rostlinný druh Linum usitatissimum vhodný pro 

fytoremediační aplikaci v případě aromatických nitrosloučenin. Pro případnou genovou 

modifikaci se zdá být nejvhodnější odrůda Tábor, která je odolná proti TNT ve všech 

měřených koncentracích, má (alespoň v prvních fázích vývoje) velký nárůst hmoty a je vitální 

i v nepřirozených podmínkách při pěstování kalusových a suspensních kultur, což může 

vypovídat i o celkové odolnosti a životaschopnosti.
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7. ZÁVĚR 

 

 Celkem 18 odrůd Linum usitatissimum bylo testováno na inhibici elongace kořínků 

klíčících rostlin při pěti koncentracích TNT. Vzhledem ke klíčivosti a procentu inhibice 

délky kořene byla vybrána jako nejodolnější odrůda Tábor a jako vysoce citlivá byla 

vybrána odrůda Flanders. U těchto odrůd byla dále měřena genová exprese při exposici 

suspensních kultur DNT a TNT schopnost suspensních kultur degradovat TNT a DNT. 

 Byly odvozeny stabilní kalusové kultury od šesti odrůd Linum usitatissimum a od tří 

z nich byly vypěstovány stabilní suspensní buněčné kultury. 

 U suspensních kultur tří odrůd byla zjišťována schopnost degradovat TNT a DNT 

přítomný v médiu pomocí HPLC. Bylo zjištěno, že koncentrace DNT blízké rozpustnosti 

ve vodě, jsou pro rostlinné buňky letální. Naproti tomu TNT byl odbouráván velmi rychle. 

Jako jeho hlavní degradační produkty byly identifikovány trinitrobenzen, 2-amino-4-

nitrotoluen a 4-amino-2-nitrotoluen. 

 U odrůd Flanders a Tábor byla provedena gelová 2D elektroforéza kultur stresovaných 

DNT a TNT. U gelů kultur stresovaných DNT byly objeveny podobnosti ve zvýšení 

exprese některých genů. Odpovědi na stresování TNT byly rozdílné. Provedení bylo spíše 

orientační. 
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8. SEZNAM ZKRATEK 

 

2ADNT - 2-aminodinitrotoluen  

4ADNT - 4-aminodinitrotoluen  

2,4-D - 2,4-dichlorfenoxyoctová  

2,4DANT - 2,4-diaminonitrotoluen 

2,6DANT - 2,6-diaminonitrotoluen 

2,4DNT - 2,4-dinitrotoluen 

2,6DNT - 2,6-dinitrotoluen 

2ME - 2-merkaptoethanol  

ABC - ATP binding cassette 

APS - persulfát amonný  

CFU – colony forming unit 

CHAPS - 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonát 

DMSO - dimethylsulfoxid 

DNA - dinitroanilin  

DNT – dinitrotoluen, zpravidla jako směs izomerů 

MS – kultivační půda typu Murashige a Skoog 

PAH – polyaromatické uhlovodíky 

PMSF - fenylmethansulfonyl fluorid - inhibitor proteas  

RDX - Royal Demolition Explosive – perhydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin 

Savo – komerčně vyráběný desinfekční prostředek - 5% NaClO 

SDS - dodecylsulfát sodný 

TCA - kyselina trichloroctová  

TEMED - N,N,N´,N´-tetramethylendiamin 

TNB - trinitrobenzen  

TNT - trinitrotoluen 

Tris - tris(hydroxymethyl)aminomethan 

TTC - trifenyltetrazolium chlorid 
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