UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra biochemickych véd

Diplomova prace

Studium meziodridovych rozdila v metabolismu

xenobiotik u Inu

Vedouci diplomové prace: Doc. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Skolitel specialista: RNDr. Radka Podlipna, Ph. D.

Hradec Kralové 2008 Jan Hartinger



ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou praci vypracoval samostatné a pouzil jsem pouze

uvedenou literaturu.

Souhlasim, aby moje prace byla volné k disposici k nahlédnuti ke studijnim ucelam.

Praha 29.4.2008 s



Vyzkum popsany v této praci byl podporovan grantem MPO CR, ev. & FT-TA3/118
,Moderni metody ¢&i§téni odpadnich vod ve vyrobé vybusnin.“ a grantem MSMT &.
1MO6030.

Na tomto misté bych velmi rad podékoval RNDr. TomaSovi Vaiikovi, CSc. za umoZnéni
prace v Laboratofi rostlinnych biotechnologii na Ustavu experimentalni botaniky Akademie
véd CR v Praze.

Deékuji také své Skolitelce Doc. RNDr. Lence Skalové Ph.D. a pfedevsim své praktické
Skolitelce RNDr. Radce Podlipné Ph.D., jakoZ i vS§em pracovnikiim z Laboratofe rostlinnych
biotechnologii za veskeré pfipominky a navrhy pfi feSeni tikolu, vyhodnocovani vysledki a

vypracovani diplomové prace.



SOUHRN:

Za ucelem zjisténi meziodriadovych odlisnosti ve schopnostech degradovat nitroslouceniny
byly u 18 odrid rostlin Inu (Linum usitatissimum) provadény testy inhibice elongace kofinkt
kli¢icich rostlin v médiich s riznou koncentraci TNT (trinitrotoluen). Prib¢eh kiivek zavislosti
délky kofinku na koncentraci TNT byl velmi pestry. Vysledky byly zkresleny skute¢nosti, ze
pét odrad Spatné klicilo i pfi nulové koncentraci TNT. Od Sesti odrid byly vypéstovany
kalusové kultury a od tii z nich byly odvozeny suspensni bunécné kultury. Suspensni kultury
byly testovany na schopnost degradovat TNT a DNT (dinitrotoluen) v médiu. Ubytek TNT,
resp. DNT a vyskyt degradacnich produkti byl méten pomoci HPLC. Bylo zjisténo, ze DNT
v koncentraci blizké maximalni rozpustnosti je pro bunky vysoce toxicky, na rozdil od TNT.
Jako hlavni degrada¢ni produkty TNT byl zji§tén trinitrobenzen, 2-aminodinitrotoluen a 4-
aminodinitrotoluen. Déle byla provadéna 2D elektroforéza se vzorky z kultur dvou odrad
stresovanych DNT a TNT. Byl zaznamenén narust proteinové hustoty v urcité oblasti u DNT,

ale u TNT se nepodatilo objevit spolecné tendence ve smyslu zmény genové exprese.



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. UvoD

Globalni znecisténi zivotniho prostiedi predstavuje v dnesni dobé¢ stale vétsi problém. Pocet
toxickych sloucenin roste s rozvojem chemického primyslu a navic i u latek diive
povazovanych za neSkodné byly Casto objeveny mutagenni a karcinogenni ucinky.
Hygienické normy na prostredi ve kterém clovek Zzije se zpiisiuji, Cemuz ovSem neodpovidaji
pomérné malé naklady uvolnované jednotlivymi staty na odstranéni skodlivych latek z pady.

Elegantnim feSenim tohoto problému by mohla byt fytoremediace, nebot’ vyzaduje pomérné
malé finan¢ni ndklady. Pfestoze je tato technologie teprve ve svych pocatcich, byly jiz
zaznamenany prvni uspeésné aplikace, a protoze potencial enzymatické degradace v Zivych
organismech je nepochybné obrovsky, da se o¢ekavat v této oblasti dalsi rychly rozvoj.
Potencial této metody vyjde najevo obzvlasté vezme-li se v potaz synergické pusobeni rostlin
s mikroorganismy, jejichz diversita v pid¢ pocet moznych enzymatickych drah a jejich
kombinaci uplatiiujicich se pti degradaci xenobiotik mnohokrat zvySuje.

V neposledni fadé€ je vyhodou rostlinné dekontaminace 1 estetické hledisko a ptima
schopnost skodlivé latky rozlozit, coz mize byt velky problém u tradi¢nich postupti, jakym je
tieba zavazka, ktera tesi problém kontaminované pidy pouze ¢aste¢né.

Do budoucna jsou v této oblasti perspektivni predevsim kulturni rostliny, na které se
zamé&fuje 1 vyzkum v této praci, nebot’ dobte zvladnutd zeme&délska technika umoziuje
mnohonésobné zvySeni rychlosti dekontaminace piidy, a tim podstatné napomahé odstranéni

jednoho z hlavnich nedostatku fytoremedia¢ni technologie, kterym je jeji ¢asova naro¢nost.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Fytoremediace:

O nezbytnosti hledani novych efektivnich metod ¢isténi zivotniho prostiedi svédci mimo
jiné zprava Evropské agentury pro Zivotni prostiedi (European Enviromental Agency) z roku
1999, podle které prekracuje pocet mist v Evropé, ktera 1ze povazovat za znecisténa 1,5
miliénu a nachéazeji se na uzemi 13 stati EU. Jednou z dosud malo vyuzivanych technologii,
ktera vsak slibuje do budoucna velkou efektivitu je fytoremediace.

Jedna se o technologii, ktera vyuZziva ptirozeny detoxikacni potencidl rostlin k ¢isténi
kontaminovaného prostfedi. Fytoremediace probihd v znecisténych oblastech v podstaté
neustale, nebot’ ptirozenym vybérem zde dojde k ristu prevazné téch druhii rostlin, které maji
potencial degradovat pFitomné polutanty (napf. Saponaria officinalis v arealu Semtin?).
Ptirozeny proces ovSem probiha ¢asto nedostatecnou rychlosti a je tfeba cilenym zasahem,
napiiklad zeméd¢€lskymi postupy, jej urychlit. Tato metoda umoznuje pfi spravném
odpadnich vod v umélych moktadech).

Vegetace také zabrafiuje vymyvani jiz kontaminované pudy desti, ¢imzZ brani rozsifovani
xenobiotik do okoli. Stromovy porost s hlubokou kotfenovou strukturou (napft. topoly a vrby)
muze navic vytvorit hydraulickou bariéru a od¢erpavat kontaminovanou vodu z ptady, ¢imz
1ze zabranit jeji Sifeni do podzemnich vod.

K ¢isténi pidy se dosud vyuzivaly dosti neSetrné a nakladné postupy, naptiklad zavaZeni,
které spociva ve vybagrovani a odvezeni plidy na jiné misto, ¢imz se problém tesi pouze
¢astecné. Vyhody fytoremedia¢nich systému oproti témto klasickym metodam spocivaji
predevsim v nizké cené, vyuZiti slune¢ni energie a Setrnosti k prostfedi. Na druhé strané se
jedné o proces pomérne pomaly a ¢asto mize vlivem akumulace vysoce stabilnich lipofilnich
chemikalii v rostlinch hrozit jejich zavle€eni do potravniho fetézce.

Velkého pokroku ve vyzkumu rostlinného metabolismu bylo dosazeno pfi studiu moZnosti
zavedeni novych herbicidl. Bylo zjisténo, ze kulturni plodiny jsou narozdil od pleveli proti
pouzivanym latkdm odolné bud’ diky schopnosti zménit piimo jejich chemickou strukturu,
nebo je dokazi konjugovat s vysoce hydrofilni molekulou. Potencial degradovat xenobiotika
je tedy u raznych rostlin zna¢né rozdilny a zda se, ze tato rozdilnost neni v jasném vztahu

k botanické klasifikaci’.



V rostlinach se vyskytuji podobné detoxikacni enzymy jako lze nalézt u Zivocichi
(Glutathion-S-transferasy, cytochromy P 450 atd.), ale v daleko vétsi variabilité, nebot’
narozdil od zivocicht se u rostlin daleko méné uplatiiuji exkre¢ni mechanismy a je vyloucena
zmeéna stanovisté. Na druhé stran€ se na kontaminovanych plochach ¢asto vyskytuje vice
ruznych xenobiotik, coz ¢ini problematiku fytoremediace sloZzit&jsi.

Napftiklad fytoremediacni pokusy s ptidou znecisténou polyaromatickymi uhlovodiky (PAH)
Vv prostorech, kde diive stavaly Cerpaci stanice ukazaly, Ze po 2 mésicich klesla koncentrace
nckterych PAH az 0 55%, u jinych jsou vSak vysledky méné vyznamné a tbytek nékterych se
dokonce ve srovnani se vzorkem bez rostlin zpomalil. Z kombinace ¢ty druhti (vrba, topol,
trojlistek, fepka) viak vzdy néktery vykazoval schopnost danou slou¢eninu degradovat.’

Zatim je fytoremedia¢ni technologie 1épe piijiméana v USA, nez v Evropé€. Fytoremediacni
projekty jsou podporovany vladou predevsim pro jejich nizké néklady. Ze statniho rozpoctu je
na tyto ucely vénovano 100-150 dolart ro¢né (0,5% remediacnich nakladd). Narozdil od

Evropy zde existuji jiZ i komeréné vyrabéné fytoremediaéni systémy.”

2.1.1. MoZnosti fytoremediac¢nich systémii:

2.1.1.1. Fytoextrakce:

Tato technologie vyuziva schopnost nékterych druhti rostlin pfijmout a akumulovat
anorganické kontaminanty. Jedna se hlavné o té¢zké kovy, v€etné radionuklidt. Tyto prvky
jsou pro rostliny pfistupné hlavné ve forme vodnych roztokti. Nékteré rostliny, tzv.
hyperakumulatory, jsou dokonce schopné ve velké mife akumulovat prvky i pfi jejich
nizké koncentraci v pidé€. Za takovou rostlinu l1ze povazovat napiiklad Thalspi
caerulescens (nejvyznamnéjsi hyperakumulator). V nékterych pfipadech muze byt
dokonce vyhodné nasledné ziskavat kovy z rostlin zpét. Tento proces byva oznacovan

jako rostlinna téZzba (phytomining)6.
2.1.1.2. Rhizofiltrace:
V priibéhu filtrace tekouci vody skrze kofenovou strukturu dochazi ke koncentraci a

precipitaci ve vodé rozpusténych xenobiotik. Tento postup je vhodny pro odstranéni

nizkych koncentraci kovil z vodnych roztokt. Pti rhizofiltraci radionuklidii vykazovaly
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vysokou schopnost akumulace naptiklad rostliny Brassica juncea nebo Helianthus

annuus’.
2.1.1.3. Fytovolatilisace:

Nékteré organické latky, napf. trichlorethylen a polychlorované bifenyly, nepodléhaji
degradaci v padnim prostiedi, zato mohou reagovat v atmosféte. Touto metodou bylo
dosazeno u topolu (rod Populus) volatilisace az 90% ptijatého trichlorethylenu. Rostliny
mohou také redukovat rtutnaté ionty na kovovou rtut’, kterd se nasledn¢ diky svym
fysikalnim vlastnostem vypafi. Byly vypéstovany transgenni rostliny Arabidopsis thaliana
a Liliodendron tulipifera, které exprimovaly reduktasu rtuti a byly vysoce odolné vici

pfitomnosti Hg2+ jontd®,
2.1.1.4. Fytostabilisace:

Rostliny mohou také snizovat pohyb kontaminantu v prostiedi pomoci kofentd. Zpevni
pudu, zabrani erosi a sorbuji kontaminant, ktery mohou dale zabudovat do rostlinnych
struktur, prevést do nerozpustné podoby (napft. olovo ve vazbé na fosfat), redukovat ¢i

oxidovat.

2.1.1.5. Fytodegradace:

Rostliny ve spolupraci s mikroorganismy transformuji xenobiotika a snizuji tak jejich
toxicky potencial. Takto l1ze degradovat napt. ropné produkty, PAH, chlorované pesticidy,

vybusniny, detergenty, organofosfaty atd.’
2.1.1.6. Dalsi moZnosti fytoremediac¢nich systémi:

Dalsi zptlisob vyuZiti rostlin, ktery je jiz dlouho uplatiiovan v praxi jsou uzaveéry skladek.
Vyuzivan je ptfedevSim travni porost, pod kterym je vrstva ptidy, nepropustnd geomembrana a
vrstva malo vodivého materialu. Trava zabranuje erozi a zvySuje evapotranspiraci, ¢imz
pomaha uchovévat skladku suchou a zabranuje prisakiim do spodnich vod. Zéaroven je

zamezeno kontaktu s kyslikem a uvolnovani kontaminantti do atmosféry.
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Technologie vegetacnich krytii naopak vyuzivaji schopnosti rostlin dosdhnout kofeny skrze
pudu az ke kontaminaci. Je tak umoznén prunik kysliku a vody do kontaminované vrstvy,
¢imz je podpotena biodegradace, omezena produkce plynu a znecisténi je rychleji

stabilizovano.*°

2.1.3. Druhy fytoremediac¢nich systémii:

Mokrady (constructed wetlands) — bud’ s pratokem pod, nebo nad povrchem substratu. Tato
metoda je vhodna pro ¢isténi odpadnich vod. Je tfeba vytvotit dostatecny kofenovy systém
pro rhizofiltraci. Casto hraje vyznamnou roli synergie s mikroorganismy v substrétu, je tedy
nutno okysli¢ovat a dodavat potravu pro mikroorganismy.

., Pobrezni zarazka * (riparian buffer) — vysazeni rostlin podél bieht ochrainuje vodu proti
zemédelskému, primyslovému a jinému znecisténi. Efektivita se potvrdila v ptipad¢ pesticida
a herbicidu.

Hydroponické systémy — rostliny jsou vypéstovany hydroponicky, ¢i na umélém substratu ve
sklenicich a nasledné je substrat nahrazen proudem kontaminované vody. Tento zpisob byl
uspésny v pripadé radionuklida.

Farmy — kontaminovany material je zaoran do pohnojené pidy a nasledn¢ oset ¢i zatravnén
za pomoci béznych zemédélskych postupil (kypteni, zavlazovani,...). Je vyhodné ptidat do
pudy také melasu a nasekanou travu. ™

Degradace radioaktivné znaceného TNT timto zptisobem byla potvrzena ptitomnosti Yc
V biomase. Pti zalévani ovSem hrozi nebezpeci rozsifeni polutantu ve vodném roztoku a tuto
moznost je tfeba brat v ivahu pfi projektovani fytoremediacnich systémi. V nedavné dobé
byla objevena urcitd moznost zpétné desorbce TNT, aminonitrotoluenu a
diamononitrotoluenu (jeho degradacnich produktti) z kontaminované ptudy pfirozenym

surfaktantem.?

Bioremediacni technologie nevyuZivajici rostlin pracuji také s bioreaktory, ve kterych je
puda rozptylena ve vodé€ a za dodavani zivin mikrobialné dekontaminovana. Dal§i moznosti je
kompostovani, které je obzvlaste¢ vhodné pro ptidu kontaminovanou munici. Piida je smichana
s organickymi substraty, které jsou obvykle produkty zemédélské vyroby. V systémech, které

stiidaly anaerobni a aerobni kompostovani doslo v prvni (anaerobni) fazi k redukci
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nitrosloucenin na amino a diaminoslouc¢eniny a nasledné za ptistupu vzduchu doslo

k eliminaci vé&tsiny produktii pomoci kovalentni vazby v piids.™

2.2. Xenobiotika

Ve vétsiné pripadii jsou xenobiotika vysoce lipofilni ionisovatelné molekuly, které rozpojuji
elektronovy transfer a tvorbu ATP. JizZ pomé&rné nizké koncentrace téchto latek jsou natolik
toxické, ze zabranuji kliceni i riistu rostlin. Fysikalni a chemické vlastnosti ptidy ¢asto
napomahaji pon¢kud koncentrace ptijimaného xenobiotika snizit. Navic rostliny uchovavaji
¢ast téchto latek v apoplastu (v bunéénych sténach apod.), ¢imz je koncentrace skutecné

pusobici na buiiku opét podstatné sniZena.

2.2.1. Nitroslouceniny

Ptirozené se tyto latky vyskytuji velmi omezené. Bylo popsano pouze n€kolik slouc¢enin
obsahujicich jednu nitroskupinu, které vznikaji biologickou cestou. Naptiklad oxypyrolnitrin,
nitropyoluteorin, phydolopin, a chloramfenikol, ktery se vyznacuje vysokou toxicitou pro
mikroby a je vyuzivan jako antibiotikum. Nitroaromatické slou¢eniny mohou vznikat i
abioticky fotochemickou reakci v atmosféfe, ale vétSina téchto latek v biosféfe je vysledkem
lidské ¢innosti.'* Jejich maly piirozeny vyskyt vysvétluje v podstaté jejich toxicitu, nebot’ na
organismy nebyl diive vytvaren selekéni tlak, ktery by vyvolal tvorbu enzymatickych drah
pro jejich detoxikaci.

vvvvvv

1,3,5-trinitrotoluen (TNT, viz obr. €. 1), nebot’ byl v minulém

CH;
stoleti hojn€ vyuzivan jako vybusnina. Jedna se o nazloutlou
NO NO -

: ¢ krystalickou latku (rhomboredrick4 soustava — krystalisuje na
jehlicovité ¢i sloupcové krystaly) o hustoté 1,663 glcm3,
teploté tani: 80,7 °C a teploté varu.: 210-212°C. Nad 35°C je

Obr.£.1: NO, plasticka. Rozpustnost ve vod¢ je pii pokojové teploté 100-200

Strulcturni vzoree TNT Mg/l Dobfe se rozpousti ve vétSin€ organickych rozpoustédel.
Nebezpeci nastava pii styku s alkaliemi pii zvySené teploté,
kdy se rapidn€ zvySuje vybusnost. Poprvé byl pfipraven Willbrandtem roku 1863 radikalni

nitraci toluenu (pomoci nitra¢ni smesi za teploty blizké teploté bodu varu) a jiz roku 1891
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zapocal Hausserman s jeho primyslovou produkei v Chemickych zavodech Griesheim. Za
L. svétové valky se jednalo o nejrozsifenéjsi vybusninu a v pribéhu valky bylo zaznamenano
17 000 ptipadl otravy a 475 amrti dé€lnikii v tovarnach na TNT (projevuje se jako podrazdéni
gastrointestinalniho traktu, bledost, fialovéni rtii, poruseni jater a zloutenka). Za II. svétové
valky byl pouzivan hlavné do smési a jako napli do nabojt. Vrcholné produkce TNT bylo
dosazeno na konci II. svétové valky, kdy svétova produkce dosdhla 150-ti ktun mésicné.
Samotné Némecko vyprodukovalo v obdobi II. svétové valky celkem 800 ktun této
slouceniny. V dnesni dob& mira pouzivani TNT zna¢né poklesla. US Army TNT pouziva jiz
spiSe vzacné, ale porad disponuje obrovskymi zasobami proslych vybusnin, v kterych je
obsazen.™

Dal$im dilezitym nitroaromatem je dinitroluen (DNT, viz obr. €. 2). Je to zlutd amorfni
latka, kterd mize byt prekrystalisovana na jehlicovité krystaly. Ve vodé je Spatné rozpustna,
ale je dobie rozpustna ve vétsin€ organickych rozpoustédel. Dle poméru isomera se teplota
tani pohybuje v rozmezi od 47-56°C. Riizné isomery maji v zivych organismech ¢asto
vyrazn€ odlisny zplisob metabolisace. Jedna se o slab¢ jedovaté latky (daleko méné&, nez napf.
dinitrobenzen). Bez ptidavki dalSich latek se jedné o slabou a malo citlivou vybu$ninu, takze
se nikdy nepouzivé za tgelem vyvolani detonace samostatnd.® Nicmén& narozdil od TNT se

stale vyrabi, nebot’ nachazi uplatnéni pii vyrob¢ polyuretanovych pén.

CH, CH, CH, CH, CH, CH,
NO, NO, NO, NO, NO,

NO, NO, NO, NO, NO,

NO, NO,

Obr. £. 2: Strukturni vzorce isomerii DNT

2.2.2. Toxicita nitroaromatu:

TNT je toxicky pro mnoho riznych organismi od baktérii po savce. LCsg pro baktérii
Daphnia magna je 5mg/l, pro Eisneria andrei (druh destovky) je to 143 mg na kg suché
zeminy. 1Cs pro zelenou fasu Selenastrum capricornutum se pohybuje okolo 0,9mg/I.
Zajimavé je, Zze TNT jiz v nizkych koncentracich (10mg/1) inhiboval rlst aerobnich
Gram-positivnich baktérii, zatimco vétSina Gram-negativnich organismu nebyla pfilis

ovlivnéna ani koncentracemi blizkymi rozpustnosti TNT ve vodé (100mg/1). **
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VétSina aromatickych nitrosloucenin je mutagenni (u TNT je to potvrzeno Amesovym
testem) a u ¢lovéka zpisobuji hemolysu, anemii, jsou neuroroxické, nefrotoxické a zptisobuji
gastritidu. Nitroaromaty obsazené v cigaretovém kouii jsou schopné po aktivaci
detoxikacnimi enzymy (cytochrom P450) tvotit addukty s DNA a tim zplisobovat vznik
rakoviny ustni dutiny, plic a dal3ich tkani.'®

Kruse popsal také souvislost mezi vznikem specifického typu Sedého zékalu a exposici TNT
ato i v pripadech, kdy se neprojevila systémova toxicita. Jako potencialni mechanismus
vzniku této nemoci je uvazovano pusobeni oxidativniho stresu vzniklého prostiednictvim
redukénich produkti metabolismu TNT.

Toxicky piisobi predev§im nitroso a hydroxylaminoslou€eniny, které vznikaji metabolickou
redukei ptivodnich nitrosloucenin. Tyto meziprodukty reaguji s biologickymi molekulami,
¢imz plisobi mutagenné a karcinogenn¢. Hydroxylaminodinitrotoluen zpisobuje hemotoxické
symptomy u pracovnikli exponovanych TNT, nebot’ oxyhemoglobin je v pfitomnosti této
slouceniny oxidovan molekularnim kyslikem. Tak vzniké ferrihemoglobin a
nitrosodinitrotoluen. V krevnich bunkach tak probiha marny cyklus, nebot’

nitrosodinitrotoluen je opét redukovan na hydroxylaminodinitrotoluen.13

2.2.2.1. Fytotoxicita nitroaromatu:

Je velmi druhové specifickd (dvoudélozné rostliny jsou citlivéjsi), ovlivnéna i typem plady
(dostupnosti), a riistovym stadiem rostliny. Projevuje se chlorosou a potla¢enim rastu.
Redukéni produkty TNT jsou strukturn€ podobné dinitroanilinovym herbicidiim a maji také
podobné ucinky — vazi se na konce mikrotubuli meristematickych bunék, zabranuji tak tvorbé
mitotického vieténka a déleni bunék.

Pfi studiu miry genové exprese pii exposici kofenovych bunék Arabidopsis thaliana TNT
byla zjisténa velka mira indukce u proteinii icastnicich se boje proti oxidacnimu stresu, napf.
monodehydroaskorbat-reduktasy a glutathion-dependentni dehydroaskorbat-reduktasy, dale
indukce proteinli tepelného Soku (heat shock proteins) a proteinil riiznych signalnich kaskad.
Samoziejmé doslo i ke specifické odpovédi v podob¢ indukce enzym ucastnicich se ptimo
detoxikace nitrolatek, jak je popsano nize.'®

Pro jednoduché stanoveni toxicity je mozno pouZit test zalozeny na pozorovani kli¢ivosti
semen V piitomnosti riiznych koncentraci TNT. Zajimavé je, Ze v nizkych koncentracich

pusobi TNT nékdy paradoxné stimulacné. Pti téchto testech Casto hraje roli i rtizné
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propustnost oballi semen pro TNT. Rozdilna formace primarnich kotfenti odpovida i snizené
expresi genti kodujicich proteiny odpovédné za jejich postranni vétveni. ®
Nitroaminy, které¢ jsou produktem detoxika¢niho metabolismu jsou pro rostliny daleko méné

toxické (diky moznosti zabudovani metabolitti do bunécnych stén a leh¢i konjugaci).

2.3. Prijem xenobiotik rostlinami

Obecné zavisi piijem solubilnich xenobiotik na tzv. i¢innosti akumulace, kterd vychazi

Z rychlosti transpirace rostlin a koncentrace xenobiotika. Burken a Schnoor stanovili ve svych
pokusech s hybridnimi topoly transpira¢ni koncentra¢ni faktor, ktery piedstavuje pomér mezi
koncentraci slouceniny v transpira¢nim proudu a v pudni vodné fazi. Transpiracni
koncentra¢ni faktor pro xenobiotika, ktera se bézné vyskytuji v odpadnich vodach vyjadiili

vzorcem®®:

—(logP—-1,78)*

TSCF =0,784  >*

Ptedpokladany maximalni pfijem pro mirné hydrofobni slouceniny (log P = 1 az 3,5) je pak

vyjadfen vzorcem:

U=TSCFxTxC

U znaéi rychlost akumulace v mg za den.
T je transkripéni rychlost v litrech za den.

C je koncentrace kontaminantu v mg/l.

Tento vztah nelze pouzit, pokud k pfeméné xenobiotik dochazi na mezifazi koten-voda. Zde

je akumulace ddna vazbou kontaminantu na pletiva a rychlosti degrada¢nich reakei. %
2.3.1. Prijem TNT rostlinami

Ptijem TNT rostlinami je ovlivnén vlastnostmi pidy (mnozstvi organického uhliku),

rostlinnym druhem, biodostupnosti kontaminantu a mikrobialni aktivitou v rhizosféte.
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TNT byva akumulovéan v kofenech. Sens a kolektiv prokézal, e **C znateny TNT se u
fazole (Phaseolus vulgaris) distribuoval z 87% v kofenech®. Podobné vysledky zaznamenal i
Vila a kolektiv pifi pokusech s ryzi (Oryza sativa). Po 40 dnech dosahla koncentrace
radioaktivné znaceného uhliku z TNT Vv kofenech maxima 0,7 mg/g (vice nez 60%
radioaktivniho uhliku) a tato ¢ast jiz nesla dale z rostlin extrahovat. Mén¢ nez 25% bylo
translokovéno do nadzemnich ¢asti rostlin. Pfi exposici seminek vysokym koncentracim TNT

se snizovala rychlost kliceni, ale zvétSovala se délka kotinku a V}'/honku.22

2.4. Metabolismus aromatickych nitrolatek:

IT-elektrony z aromatického jadra jsou od¢erpavany nitroskupinami, takze jadro se stava
nukleofilnim. Nitroskupiny jsou jesté navic polarizovany k smérem elektronegativnéjSimu
kysliku, ¢imz vznika parcialni positivni ndboj na dusiku. To zptsobuje jejich pomérné
vysokou nachylnost k redukénim reakcim, které jsou nejbéznéjsimi reakcemi probihajicimi
pfi detoxikaci aromatickych nitrosloucenin Zivymi organismy.

Pokusy in-vitro s bunéénymi extrakty z mikroorganismt a vyssich eukaryot potvrdily sérii
dvouelektronovych pienost, které jsou nezavislé na kysliku a netvofi se pfi nich volné
radikély. Vznikaji tak nitroso a hydroxylaminoslouceniny o jejichZ toxicité bylo psano vyse.
Nebezpecnost se snizuje konecnou redukci na aminoslouceniny.

V sedimentech, ptid¢ a roztocich probiha i abiotickd redukce nitroskupin na aminoskupiny.
Jako donory elektronit mohou slouzit naptiklad redukované formy Zeleza a siry nebo
organické latky. TNT reaguje i se siloxanem ptitomnym v jilech, ¢imZ vznikaji kovalentné
vazané komplexy. Pravdépodobné se pii téchto d&jich uplatiiuje i vliv zivych organismi, ale
pro potvrzeni této hypotézy zatim chybi potfebné vyzkumy.

Metabolismus xenobiotik v pid¢ je velmi komplexni jev, na kterém se podili vzdy vice
ruznych organismi i abiotické reakce. Bakterie a rostliny navzajem transformuji své produkty
a riznym zpusobem se ovliviiuji i ve smyslu pfirozeného vybéru (viz kapitola Kooperace
rostlin s mikroorganismy v rhizosféte). Nékteré reakce metabolismu TNT, jejichz vysledkem

neni roz$tépeni aromatického kruhu jsou zndzornény na obrazku ¢. 3.
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NHCOCH,
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Bambergiv mechanismus Oxidace methylové sl-aupmy {(Vanderberg a kol. 1995)
{Huang a kol. 2000)
Obr. £ 3: MNékteré mechanismy biodegradace TNT (Stenuit a kol. 2005)

V ptipad€ TNT probiha redukce prvni nitroskupiny daleko rychleji nez dal$ich a tvorba
triaminotoluenu miize probihat pouze ve velmi redukénim anaerobnim prostiedi (-200 mV).
Této reakci podléhaji snaze nitroskupiny v poloze para, nez v polohach ortho. Vétsina
baktérii vSak neni schopna degradace parcialné redukovanych sloucenin, a ty potom tvoii
hlavni doprovodné znec€isténi pfi kontaminaci TNT. Tyto latky maji navic Casto vy3si
rozpustnost a je tedy vyssi riziko priniku a sifeni do podzemnich vod. Na druhé strané prave
tyto latky jsou rostliny schopné kovalentné zabudovat do svych pletiv, jak je popsano nize
v kapitole o isp&sné aplikaci fytoremediaéni technologie.™

Nekteré mikroorganismy jsou schopné i piimé dentitrace TNT. Nejprve se do molekuly
inkorporuje hydridovy iont (dvouelektronovy pienos), ¢imz se vytvoii nestabilni
Meisenheimeriv komplex. Nasledn¢ dojde k obnoveni aromatického charakteru a uvolnéni
dusitanu za tvorby 2,4-DNT. Tato draha se vyskytuje naptiklad u Mycobacterium druhu
HL 4NT-1.% Nukleofilni hydridovy atak aromatického jadra mize také vyustit po uvolnéni
dusitanu v tvorbu dimernich produktti. Zminéné reakce jsou znazornény na obr. ¢. 4. Tato
draha se vyskytuje u bakterie Pseudomonas fluorescens druhu I-C, ktera obsahuje enzym
XenB (NADPH dependentni flavoproteinova oxidoreduktasa) katalyzujici jak adici hydridu
na aromatické jadro, tak redukci nitroskupiny. Vznikaji tak rtizné

aminomethyltetranitrobifenyly jejichZ toxicita a odolnost proti dalsi degradaci nebyla dale

zkoumana.?*
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Reakéni schéma metabolickych drah pfi degradaci TNT, které konéi rozstépenim
kruhu a zapojenim vzniklych produktt do citratového cyklu (Stenuit a kol. 2005).

Ptimé Stépeni kruhu TNT oxidasami (rovnéz znazornéno na obr. €. 4) je velmi ztizeno
sterickym efektem nitroskupin, které brani ptistupu enzymi k aromatickému jadru. Ptesto
byly publikovany studie, které popisovaly bakterie schopné vyuzivat TNT jako jediny zdroj

uhliku, dusiku a energie pomoci oxidativniho metabolismu. Toho je, potom co sama odstrani
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nitroskupiny z molekuly, schopna napf. bakterie Pseudomonas savastanoi.”> Obecné& pii
téchto reakcich nejprve vznika 3-methyl-4,6-dinitrokatechol, nasleduje §tépeni kruhu, ovsem
reak¢éni mechanismus nebyl obj asnén.”®

V anaerobnich podminkach mtze TNT slouzit i jako kone¢ny akceptor elektron
V respiracnim fetézci. U baktérie Pseudomonas druhu JLR11 bylo pozorovano uvolnéni
dusitanu a 85% bylo zabudovano do bun&éné masy.*® Jak je vidst na obrazku &. 4, pied
vlastnim $tépenim kruhu vzdy dochazi k odstranéni alespon jedné nitroskupiny.

TNT muze byt také nékterymi zivymi organismy vyuzit jako zdroj energie, coz je
z termodynamického hlediska logické. Jelikoz nitroaromaty jsou zpravidla vybuSniny,
obsahuji velkou potencidlni volnou energii, kterd se samoziejmé uvoliiuje i pfi jejich
metabolické preménég. V pribéhu denitrace TNT na DNT dochazi k uvolnéni -11.7 kcal/mol a
Vv pribehu redukce nitro na aminoskupinu dokonce —95,4 kcal/mol. Tuto energii baktérie
dokézi vyuzit, coz je mimo jiné také divod, pro€ je upfednostiiovana metabolicka redukce
nitroskupin, pied pfimou denitraci.’’ Ta nastavéa hlavn& v pripads, kdy se TNT vyskytuje jako
jediny zdroj dusiku.

Odbouravani DNT probiha v rhizosféte hlavné diky mikroorganismiim (houbam 1
baktériim). Nitroskupiny jsou redukovany na amino a azoxy, nebo nitrososkupiny. Tyto
produkty jsou vSak vétSinou resistentni k dal$i mikrobidlni degradaci. Valli a kol. publikoval
vyzkumy, které potvrzuji ze houba Phanerochaete chrysosporium degraduje DNT aZ na
dusitany a oxid uhli¢ity. Nejprve dojde k redukci jedné nitroskupiny na aminoskupinu a
nasledné reakce zprostfedkované lignin-peroxidasou a/nebo mangan-peroxidasou vyusti
v odstranéni obou nitroskupin. Dal§im krokem je rozst&peni aromatického kruhu?.

Existuji i druhy baktérie rodu Pseudomonas schopné odbouravat 2,4-DNT oxidativni cestou.
Nejdiive dochazi k ataku prvni nitroskupiny DNT-dioxygenasou za tvorby jasn¢ zlutého
4-methyl-5-nitrokatecholu a k uvolnéni prvniho dusitanu. Monooxygenasa nasledné
katalyzuje jeho oxidaci na 2-hydroxy-5-methylchinon a uvolni druhy dusitan. Dals$i reakce
katalyzované chinon-reduktasou a 2,4,5-trinydroxytoluen-oxygenasou vytsti v bezbarvé
produkty s rozstépenym aromatickym kruhem. Draha odbouravani DNT je kodovana
plasmidem, DNT-dioxygenasa je viceslozkovym enzymovym systémem?’. Déle byly popsany
i druhy Pseudomonas, které byly schopny rast v médiu, kde byl jako zdroj uhliku TNT,
2,4-DNT, 2,6-DNT a 2-nitrotoluen.*

Mechanismus degradace 2,6-DNT byl objeven také u baktérii druhu Burkholderia cepacia a
Hydrogenophaga palleronii, které dokonce byly schopny vyuzivat tuto slouc¢eninu jako jediny

zdroj dusiku a uhliku pro sviij rist. Nejprve doslo k uvolnéni dusitanu a tvorbé 3-methyl-4-
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nitrokatecholu. Nasledné byl rozstépen aromaticky kruh za tvorby 2-hydroxy-5-nitro-6-
oxohepta-2,4-dienové kyseliny, ktera byla dale konvertovana na 2-hydroxy-5-nitropenta-2,4-
dienovou kyselinu. Druhy Burkholderia sp., které degradovaly 2,4-DNT dokéazaly pievést
2,6-DNT na 3-methyl-4-nitrokatechol, ale ten nedokéazaly dale metabolisovat a navic doslo

k zablokovani metabolismu 2,4-DNT3,

2.4.1. 1. faze metabolismu nitrolatek - konverse

Transformace spociva bud’ v redukci nitroskupin, ktera je nejbéznéjsim detoxikacnim

mechanismem, nebo v oxidaci methylu.
2.4.1.1. Redukce:

Aerobni redukce je nejb&znéjsi transformace u rostlin®%. Hlavnim produktem je
4-aminodinitrotoluen, ktery vznika i pfi mikrobidlni degradaci. Déle byl pfi rostlinné
degradaci mnoha autory popsan vyskyt i 2-aminodinitronitrotoluenu,
hydroxyaminonitrotoluenu a diaminonitrotoluenu®. Hydroxylaminoderivaty jsou pro svij
rychly aerobni rozklad malokdy detekované®. Mineralisace a vaporisace se vyskytuje

V nepatrném mnozstvi. Vzhledem k vyssi enzymatické riznorodosti mikroorganismi se u

nich vyskytuje také vétsi pestrost riznych meziprodukti, jak je popsano vyse.
2.4.1.2. Oxidace:

Studie na herbicidech naznacuji, Ze se oxidace ucastni enzymy P450 za pfitomnosti
1%,

kysliku a NADPH. Oxidace probiha i abioticky u€inkem svétla na methy

2.4.2. Enzymy 1. faze metabolismu nitrolatek:

Krom jednotlivych skupin enzymii popsanych v této kapitole stoji za zminku i bakterialni
enzymy degradujici DNT. N¢které z nich byly popsany vySe v uvodni kapitole o metabolismu

nitrolatek.
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2.4.2.1. Nitroreduktasy

Mezi tyto enzymy patii i reduktaza cytochromu P450, reduktadza cytochromu c, aldehyd-
oxidasa, glutathion-reduktasa atd. Tyto enzymy zprostiedkovavaji sérii dvouelektronovych, ¢i
jednoelektronovych ptenost.

VétSina nitroreduktas purifikovanych z baktérii patii mezi rozpustné flavoproteiny typu I,
kyslik neovliviiuje jejich aktivitu a vyuzivaji NAD(P)H jako donor elektronii. Vyskytuji se
VvV monomernich nebo homodimernich formach a obsahuji flavinmononukleotid (FMN). Pii
redukci pomoci téchto enzymt dochazi k dvouelektronovym pienosiim popsanym vyse.

Jednoelektronovy pienos je katalyzovany v aerobnich podminkach nitroreduktasami
citlivymi na kyslik. Tato reakce neni vyhodnd, nebot’ vzniké aniontovy radikal, ktery se pfi
reakci s kyslikem opét rozpada na ptivodni slouéeninu a superoxidovy radikal zpasobujici
oxidaéni stres v butice®®. Proces se nazyva marny cyklus a enzymy, které jej katalyzuji se
vyskytuji i v baktériich a sav¢ich tkénich.

Nitroreduktasy podléhaji mechanismim genové indukce. Ve studiich s Arabidopsis thaliana
byly zkoumany 12-oxophytodienoat-reduktasy, které mohou redukovat i aromatické
nitroslou¢eniny. Jsou to FMN dependentni oxidoreduktasy, které se v rostlinach vyskytuji ve
tiech izoformach, ale pouze 2 z nich (OPR1 a OPR2) jsou indukovatelné. 2 tydny staré
rostlinky byly vystaveny riiznym chemikaliim, v€etn€ TNT a nasledné byla zjiStovana mira
genové exprese metodou isolace RNA a RT-PCR. Nejvyssi stupen indukce byl pozorovan po
ttech hodinach exposice RDX (Royal Demolition Explosive) a po Sesti hodinach exposice
TNT. Izoforma OPR1 vykazovala pomérné nizkou indukci (méné€ nez 4 nasobnou) a pouze
pro n¢které testované latky. OPR2 zvysila svou expresi u vSech testovanych sloucenin.

V ptipadé TNT bylo az 11-ti ndsobné zvySeni genové exprese u OPR2, coZ potvrzuje
vyznamnou roli tohoto enzymu v prubchu detoxikace TNT.¥ Bylo provedeno mnoho dal$ich
testl méfticich genovou expresi u rostlin exponovanych TNT. Nejvyssi indukce vSak byla

zaznamenana v oblasti genomu, jejiz funkce zatim nebyla osvétlena®.
2.4.2.2. Oxygenasy

Do této skupiny patii i cytochromy P450, jejichz exprese pii exposici TNT stoupés.
V ptipad¢ monooxygenas dochdzi k inkorporaci jednoho kysliku do xenobiotika, ¢imzZ vznika
hydroxyl a z druhého kysliku vznika voda. Zpravidla jsou substratem monooxygenas latky,

ktere jiz jeden hydroxyl obsahuji (napf. 4-nitrofenol). Tento zasah do struktury
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nitroslouceniny je vétSinou nasledovan uvolnénim nitroskupiny ve formé dusitanu. Tim se
zvySuje rozpustnost a reaktivita xenobiotik.

Dioxygenasy maji nizsi substratovou specifitu a metabolisuji i dinitrotolueny a dalsi latky,
nebyl vSak popsan jejich ptimy atak TNT bez predchozi redukce nitroskupiny. Tyto enzymy
katalyzuji adici dvou hydroxylovych skupin do struktury xenobiotika. Vzniklé nestabilni
dioly vzapéti uvolni dusitan a pfesmyknou na strukturu katecholu. Dioxygenasy katalysuji i
oxidativni §tépeni kruhu a to bud’ ortho-stépeni mezi hydroxyly, nebo meta-stépeni vazby v
sousedstvi jednoho z hydroxyh‘i.14

Také parcidlné redukovany TNT muze byt substratem dioxygenas, nebot’ redukei se zvysila
elektronova hustota na aromatickém jadie. Byla pozorovana oxygenolysa 2-amino-4,6-
dinitrotoluenu a 4-amino-2,6-dinitrotoluenu, ktery ma v jadte oproti TNT zvySenou hustotu
elektronil, purifikovanou nitroarendioxygenasou za vzniku dihydroxyslouceniny a uvolnéni
dusitand. Sekundarni reakci vzniké také aminodinitrobenzylalkohol. Toto naznacuje veliky
potencial aerobni bakterialni degradace TNT.*

Zajimavym krokem je vloZeni dvou hydroxyskupin do molekuly s aminoskupinou, ktera
mohla vzniknout i redukci nitroskupin (popsano napi. v ptipadé 4-nitrobenzoatu), na
aromatickém kruhu. Tuto reakci katalyzuje anilin-oxydasa a nasleduje po ni §tépeni kruhu a
uvolnéni amoniaku.* Nicméné tato katabolicka draha vyzaduje nejméné o jeden redukéni

ekvivalent vice, nez drahy, které obsahuji hydroxylaminoslouéeninu jako klicovy metabolit.
2.4.2.3. Peroxidasy

Vyskytuji se predev§im v bunécné sténé a ve vakuolach. Jednou z jejich primarnich funkci je
oxidativni polymerace fenolovych jednotek vedouci k tvorbé ligninu. Nejprve oxiduji fenoly,
ale 1 aniliny na volné radikély, chinony a benzchinonové iminy. Tyto produkty se poté vazi
mezi sebou za vzniku nerozpustnych oligomeri. Z tohoto diivodu bylo uvazovano o moznosti
vyuziti kfenovych peroxidas na srazeni fenoll a anilind z vodnych roztokd. Zpétné
uvoliovani z oligomert probih4 velmi pozvolna, takZe je tyto reakce mozno povaZovat za
bezpetnou dekontaminaci.*® Peroxidasy se udastni tvorby ligninu, a proto mohou byt v

podstaté povazovany také za enzymy 3. faze metabolismu xenobiotik.

23



2.4.2.4. Rodina starého Zlutého enzymu

Nekteré enzymy schopné degradovat nitroslouceniny nebo estery kyseliny dusi¢né patii i do
rodiny Old yellow enzyme (Starého zlutého enzymu). Tento enzym byl poprvé isolovan
z pivovarnickych kvasnic a obsahuje FMN jako prostetickou skupinu. Proteiny vykazujici
vyraznou sekvenéni homologii s timto enzymem byly v posledni dob¢ isolovany z mnoha
bakterialnich, kvasinkovych i rostlinnych druhti. Pravdépodobné jsou soucésti antioxidacniho
obranného systému, nebot’ pii uméle vyvolaném oxida¢nim stresu podléhaji u druhu Bacillus
subtilis enzymové indukci. U tohoto druhu se zvysi jejich genova exprese i v pfitomnosti
TNT.* Probihaji i vizkumy moznych zamén aminokyselin v aktivnim misté t&chto enzymi

za ucelem zvysit jejich schopnost degradovat TNT.*?

2.4.2. 2. faze metabolismu nitrolatek - konjugace

ey e

detoxikace potiebuji vzniklé produkty také vyloucit, popiipad¢ transportovat do urcitych
bunécnych organel, tedy v mnohobunécénych eukaryotech.

Zvyseni hmotnosti produktd obsahujicich *C potvrzuje piitomnost konjugacnich reakei pii
metabolismu nitrolatek zna¢enych timto radioisotopem. Hmotnostni spektrum potvrdilo
konjugaci s cukry.

Konjugacni procesy s aminoslouc¢eninami vzniklymi degradaci TNT byly pozorovéany u
rostlin druhtt Cataranthus roseus a Myriophyllum periwinkle. Isolované konjugaty obsahovaly

cukry (glukosa), aminokyseliny a organické kyseliny (napft. kyselinu jablec“:nou).37

2.4.3. Konjugacni enzymy 2. faze metabolismu nitrolatek

Konjugacni reakce probihaji v rostlinach z velké ¢asti za ucasti glutathion-S-transferas. Tyto
enzymy se déli do tfid m,&,t a 0. Tiidy € a 0 se vyskytuji i u Zivocichti, zbylé dvé€ jen u rostlin,
kde jsou vysoce zastoupené. Nékteré studie zaznamenaly, Ze DNT zvySuje znacné jejich
aktivitu jiz po 6-ti hodinach a TNT az po 27-mi hodinach®. Jiné (viz nize) viak popisuji
zvyseni exprese jiz po 6-ti hodinové exposici TNT. Bylo zjisténo, ze aktivita glutathion-S-
transferasy v kofenové kultute kienu je snizovana tézkymi kovy a zvySovana

nitroslou¢eninami. Obecné je aktivita téchto enzymi inhibovéna jejich produktem.** Analysa
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genové exprese u kotent rostlin Arabidopsis thaliana naznacuje, ze glutathion-S-transferazy
jsou hlavni enzymy zprostifedkovavajici konjugaci s metabolity TNT, nebot’ n¢které izoformy
(konkrétné izoforma AtGSTU24) téchto enzymu zvySuji svou expresi az 40 krat po 6-ti
hodinové exposici TNT 3,

S cukry probiha konjugace pomoci glykosyltransferas. VétSinou se uplatiiuje UDP-
glukosyltransferasa. Aktivita téchto enzymi je konstitutivni u vSech typt vyssich i niz§ich
rostlin, ale v rozdilné mife u jednotlivych druhé.*®

Dale se uplatiiuji malonyltransferasy.

2.4.4. 3. faze metabolismu nitrolatek - ukladani a kompartmentace

Tato faze metabolismu je specificka pouze pro rostliny.

Po par hodinach degradace je jiz velmi snizen podil extrahovatelnych latek vlivem
inkorporace do polymert (vice jak 50% do bunécné stény), dale probihd i transport do
vakuoly?*. Obecné plati, ze do bun&éné stény se zabuduji nerozpustné latky a do vakuoly se
presunou latky rozpustné. Ve vakuole dochazi k degradaci glutathionu pomoci peptidas.

Kompartmentace je vétSinou povazovana za dostateény stupen detoxikace, nebot’ metabolity
toxickych latek nejsou z biomasy extrahovatelné.

Vodni druhy mohou transformované produkty i vyloucit.

2.4.5. Transportni enzymy 3. faze metabolismu nitrolatek

Pro udrZeni vysoké intravakuolarni koncentrace latek je tfeba energie, ktera je Cerpana
z protonového gradientu. Ten je udrzovan pomoci V-ATPasy (vakuolarni) a V-PPasy
(substratem je PP1). Endogenni i exogenni substraty mohou tak byt transportovany
protonovym antiportem proti koncentra¢nimu gradientu. Tento mechanismus se uplatiiuje
naptiklad u t&zkych kovi.®

Inhibici protonového gradientu zamezil Bartholomew a kol. transportu glukosylovanych
konjugatt, ¢imz potvrdil domnénku, Ze protonovy gradient je diileZitou hnaci silou pro
deportaci xenobiotik. Tento proces nebyl citlivy na pfitomnost vanadatu. Glutathionové
konjugaty naopak vyuZzivaji aktivni transportéry typu ABC (ATP binding cassette), které jsou

, . r v , e s . C g , , 4
na protonovém gradientu témef nezdvislé, ale jsou inhibovany vanadatem °,
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2.5. Kooperace rostlin s mikroorganismy v rhizosféie

Typické sloZeni rhizogenni oblasti zahrnuje 5x10° baktérii, 9x10° aktinomycet a 2x10% hub
na gram pﬁdy.10 Kofeny a rostlinné exsudaty vytvareji prostiedi vhodné pro tyto
mikroorganismy a Casto pouze facilituji vlastni mikrobialni metabolismus. Jejich vyznam
v ¢isticim procesu je v8ak nezanedbatelny, jak potvrdily pokusy s kontaminaci
1C-4-n-nonylfenolem, pii kterych bylo prokazano, ze **CO;je daleko vice uvoliiovan z pidy,
ve které rostly rostliny, nez pokud degradaci zptisobovala pouze mikroflora.*’

Siciliano a Geer zkoumali vztah mezi rostlinami a mikroflorou za G¢elem vytvoreni systému
vhodného pro degradaci TNT. Z 16-ti testovanych trav rostly na pid¢ s vysokym obsahem
TNT pouze druhy Bromus erectus, Lolium perenne a Anthoxanthum odoratum. Po inokulaci
bakteriemi rodu Pseudomonas schopnymi transformovat TNT na mono a diaminometabolity
rostl Bromus erectus rychleji, zatimco zbylé dva druhy odumiely. V této kombinaci rostlina
snizila koncentraci TNT v piidé o 30% oproti kontrole a méla o 50% vyssi nartist biomasy,
nez kdyz neprobéhla inokulace. Zaroven se v pudé zvysil pocet mikroorganismuti schopnych
degradace TNT.*®

Zaroven je ovliviiovano spektrum endofytickych bakteridlnich druhii v kofenech rostlin
primo rostlinami samotnymi.V pud¢ je zpravidla zastoupeni druhti degradujicich dany
kontaminant nékolikandsobné mensi, nez v kofenech. To bylo potvrzeno 1 v ptipadé pudy
kontaminované nitroaromaty, kde baktérie obsahujici gen ntdAa kodujici reduktasu
z tiislozkového dioxygenasového systému (konvertuje 2-nitrotoluen na 3-methylkatechol)
tvoftily celkem 4% z endofytické mikrofléry, zatimco ve volné ptidé tvotily pouze 0,6%. Gen
ntdAa tvofil celkem 0,24% z celkové DNA isolované z rhizosféry, zatimco ve volné ptidé to
bylo pouze 0,04%. V kotenech byl zjistén také vyssi vyskyt baktérii obsahujicich gen ntnM
kodujici hydrogenasovou slozku monooxygenasy nitrotoluenu (0,35% oproti 0,03% ve volné
pude). Selekce bakterialni mikroflory je velmi ovlivnéna druhem rostlin. Festuca arundinacea
nezvysila pfitomnost bakterialniho genu ntdAa v kofenech v pfitomnosti nitroaromati,
narozdil od travnich spolecenstvi rostoucich na takto kontaminovanych pﬁdéch.49

Jak bylo popsano vyse, existuji také mikroorganismy s potencialem degradovat DNT,
predevsim houba Phanerochaete chrysosporium a bakterie rod Pseudomonas a Burkholdera.
Z kontaminované pudy v prostoru Radford Army Ammunition Plant bylo isolovano na 30
druht baktérii, které degradovaly 2,4-DNT. Za ucelem zvySeni schopnosti baktérii degradovat

nitroslouceniny byly také pouzity metody genového inien}'/rstvi.30
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2.6. Kontaminace prosti‘edi nitroaromaty:

Podle odhadit US Army bylo v USA kontaminovano vybusninami vice nez 1,2 miliond tun
pudy a v nékterych piipadech tvoii koncentrace znecisténi az 50g na kg pudy, vysoké
koncentrace byly naméfeny zejména tésné¢ pod povrchem. V Kanad¢ bylo k roku 2000 na 103
vycvikovych prostor (zdkladny pozemnich a vzdusnych sil) a jinych oblasti, kde dochézelo
k otevienym detonacim vybusnin obsahujicich TNT. Podobnou situaci lze o¢ekavat i
Vv Evropé, pfestoze nejsou dostupna potiebna data tykajici se tohoto problému. Vyskyt TNT
na pudach kontaminovanych v prib¢hu II. svétové valky je pozorovan i po padesati letech,
coz dokazuje, Ze vnitini bioremedia¢ni kapacita pfirozené biosféry je dosti mala.* Usp&iné
aplikace fytoremediaénich systému jak jsou popsany nize vSak potvrzuji, ze je mozno ji
vhodnymi zdsahy mnohonasobné zvysit.

Pti vyrobé¢ a ¢isténi ptistrojii od TNT vznika tzv. ,,red water*, kterd obsahuje vice nez 30
ruznych nitroaromatd. Pfi napliovani a baleni munice vznika ,,pink water®. Dalsi znecisténi
pak vznika nésledujici manipulaci (pfevoz, detonace). Hlavnim vedlejsim produktem pii
vyrob& TNT je DNT, ktery je také Siroce pouzivan pfi vyrob¢ polyuretanovych pén. Jak na
mikrobidlni aktivitu vedouci k odbouravani téchto latek vyskytuje i po dvaceti letech
kontaminace jak 2,4-DNT, tak 2,6-DNT.

Vétsi riziko neZ nitrolatky mohou byt pro Zivotni prostiedi i aminoderivaty vzniklé prvotni
redukci z pivodnich latek, diky své vySsi mobilité a stalosti. Nitroaminy jsou vSak spise
vSeobecné povazovany za méné toxické, nez TNT 1 proto, Ze jsou 1épe konjugovatelné a
zabudovatelné do polymernich struktur bunécné stény, ¢imz je v podstaté dosazeno jejich
detoxikace.

V CR jsou nejvice kontaminované oblasti vojenskych vycvikovych prostorti, muniénich
skladl a okoli tovaren na vybuSniny, v€etné oblasti, kde jiz byla vyroba zastavena.
Nitroslou€eniny vznikaji také z oxidi dusiku, produkovanych vysokoteplotnimi procesy
(spalovanim uhli, odpadi, pfi zpracovani kovil) a dokonce 1 pti grilovani potravin a spalovani
tabaku.™®

Vliv téchto latek je markantni i na sloZeni pidni mikroflory. Celkovy pocet bun¢k a CFU
(colony forming unit) v kontaminovanych pudach se snizuje a méni se i druhové zastoupeni
mikroorganismi (vyskytuji se pfevazné Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae a

Caulobacteraceae).>®
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2.7. Uspé&§né vyuziti fytoremediace v praxi

V Auburn University byly provadény testy se stolistkem Myriophyllum aquaticunif. Tyto
rostliny byly zasazeny do pudy kontaminované trinitrotoluenem a krom¢ reakce rostlin zavislé
na kontaminaci byla testovana i pfitomnost enzymu nitratreduktasy. Pfi sledovani vlivu
zvySujici se koncentrace TNT na dalsi ptidni organismy bylo zjisténo, ze pti obsahu 5000
ppm je puda zcela sterilni. Vysazeni stolistku do kontaminované pidy jiz po tydnu
zpusobilo, Ze koncentrace rozpusténého trinitrotoluenu klesla ze 128 ppm na 10 ppm.
Vymizeni TNT z ptdy, pfipisované piitomnosti a schopnostem rostlin stolistku, prob&hlo
tak rychle, ze ptezily i modelové organismy nasazené do vzorku pidy spolu s rostlinami
(hlemyzdi a pulci). Pii sledovani reakce jednotlivych ¢asti stolistku vysazeného na
kontaminované ptidé€ bylo zjiSténo, Ze nové kotfeny vyrustajici podél okraji kontaminované
oblasti pronikaji do vétsi hloubky a zachycuji i $kodliviny ze spodnich vrstev pﬁdy4o.

Velmi vhodné pro fytoremediacni Géely jsou obzvlasté stromy celedi Salicaceae (topoly a
vrby). Pouzivany jsou tzv. hybridni topoly — Populus deltoides nigra. V obdobich sucha
dosahuji hustou kofenovou siti az k hladin€ spodni vody, ¢imz zajist'uji odbér velkého objemu
vladhy.

Proti tiniku zeméd¢lskych hnojiv byly v low¢ vysazeny ¢tyii fady hybridnich topolt jako
naraznikova zona (ripparian buffer, viz vyse). Cilem bylo zastavit Sifeni atrazinovych a
dusikatych polutantti, aby se nedostaly do blizkého potoka a spodni vody. Koncentrace
dusi¢nant ve spodni vodé poklesla po vysazeni stromi z 50-100 mg/l na mén¢ nez 5 mg/1.
Dale bylo prokazano, ze stromy navazaly 10-20 % z celkového mnozstvi atrazinu®.

Tyto topoly vysazené ve méstech (Beaverton, Oregon) se osvéd€ily v udrzovani ¢istého
prostiedi. Kromé snizovani hladiny kontaminantti v ptid¢ snizuji také hladinu prasnosti. Vyssi
koncentrace kov, soli, nebo amonnych slou€enin jsou pro né vSak toxické®.

DalSimi rostlinami uplatiiujicimi se pfi fytoremediaci jsou vodni hyacinty, které byly pouZity
jako soucast programu pro ¢isténi uzitkové vody pred vypousténim do fek a vojtéska, ktera
absorbuje chlorované organické slouceniny. Jeden ze zavedenych zpiisobt fytoremediace je
také uziti mrkve pro absorpci dichloro-difenyltrichloroethanu. Biomasa je po sklizni a
vysuseni spalena a popel je uloZzen na vyhrazenych zabezpecenych skladkach. Cukiny
(Cucurbita pepo L. convar. giromontiina) a dyné (Cucurbita pepo) vykazovaly vysokou

. o 4
schopnost akumulace dibenzofurani.*®
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2.7.1. Umatilla Army Depot Activity — aspésna aplikace fytoremedia¢ni

technologie ve velkém méritku

Jako ptiklad uspésné aplikace fytoremediace nitroaromatli ve velkém méfitku je mozno
uvést obrovské armadni skladové zatizeni Umatilla Army Depot Activity o rozloze 20,000
akri v USA v severovychodnim Oregonu. V tomto prostoru bylo prostfedi véetné podzemni
vody velmi znecisténo TNT a jinymi vybusninami (hlavné RDX — Royal Demolition
Explosive) v dusledku procestu demilitarisace munice. Po ukonceni demilitarisaéni ¢innosti
byl pro vycisténi pudy zvolen fytoremediacni postup a od cervence do prosince roku 1995 zde
bylo vy&isténo pres 5 000 kubickych yardi (4,572 m®) kontaminované pidy.

V kontaminované pud¢ byla péstovana napt. Salvéj a poustni rostliny, travy, zeméd¢elské
odridy ovoce a zeleniny. V listopadu byly rostliny sklizeny a pfipraveny na analytické testy.
TNT bylo pfi analyze u 93% vzorkl pod detek¢nim limitem 4 mg/kg a 68% vzorkl bylo pod
detekénim limitem RDX (2 mg/kg). Rychlost degradace byla v pribéhu aplikace dokonce o
25% vyssi, nez pii zkuSebnich testech v mensim méfitku.

Procisténa plda je velmi bohatd na humus a mize byt tedy Gspésné déle vyuzivéana. Tato
prakticka studie potvrzuje, ze takovyto zplisob remediace je bezpecny a efektivni proces
dekontaminace a detoxikace znecisténé pudy. Transformacéni produkty jsou v padé
kovalentné vazané a méné toxické, nez TNT (finalni produkty jsou velmi malo rozpustné
polymery). Opakovanym promyvanim a UV ozafovanim pudy bylo potvrzeno, ze produkty
nemohou byt uvoliiovany ani kyselymi desti (test napodoboval 1000-leté ptsobeni kyselych

dest'n).>

2.8. Len sety (Linum usitatissimum)

Rostlina (viz obr. €. 5) ma vietenovity kofen,
lodyhu piimou, 30-60 cm vysokou, listy kopinaté,
lysé, kvéty v laté, plod tobolku s plochymi,
hnédymi semeny. Do Evropy se péstovani Inu

rozsifilo z Orientu. V1dkna se pouzivaji k vyrobé

niti, semena k lisovani oleje pro potravinaiské a Obr. &. 5: Len sety (Linwn asitatissiwean)
farmaceutické ucely (zminén byl jiZ v nejstarSich herbatich, v€etné herbafe Dr. Petra Ondreje

Mathioliho).>? Pro vyzkum v oblasti fytoremediace byla tato rostlina vybrana z divodu dobfe
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zvladnutych zeméd¢€lskych postupii jejiho péstovani, které by ulehcily eventudlni aplikaci

V terénu.

30



3. CILE DIPLOMOVE PRACE

e Zhodnoceni odezvy na pfitomnost TNT u rGznych odriid Inu a vybér odolnych odrad

pomoci ekotoxikologickych testa.
e Odvozeni tkanovych kultur u vybranych odrid (kalusové a suspensni kultury).
e Mc¢fteni degradace nitrolatek tkanovymi kulturami pomoci metodiky HPLC.

e Porovnani enzymové exprese u odolnych a malo odolnych odriid pomoci 2D-

elektroforézy.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Pro veskeré niZe popsané testy byly pouZity standardy nitroslou¢enin poskytnuté Ustavem
energetickych materialt University Pardubice, krom¢ DNT a dinitroanilinu, které byly
zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich. VSechna pouzita seminka 18-ti odrid Inu byla dodana

firmou Agritec s.r.0., Sumperk.

4.1. Kultivace in vitro

4.1.1. Odvozeni kalusové kultury
Pristroje a material:

Kultiva¢ni nadoby - skleni¢ky od détské vyzivy s prorazenym vickem — ventilace zajisténa
skrz molitan. Analytické vahy OHAUS AS 200, elektrické vahy AND SCHOELLER
PHARMA, autoklav BMT PS 20A, pH metr LABIO AS, automatické pipety SOCOREX,
barky na pfipravu média, kopisty a 1zicky na prenaseni ¢asti kalusu pfi pasazovani, Petriho
misky, box s laminarnim proudénim vzduchu Holten LaminAir, plynovy kahan Integra

Biosciences — FIREBOY eco. (na sterilisaci kopist a 1zicek v plamenu).
Chemikalie:

Roztoky na pfipravu médii MS (viz tab. ¢. 1), myo-inositol, 2,4-dichlorfenoxyoctova
kyselina (2,4-D) a kinetin (rostlinné hormony), sacharosa, agar, kyselina chlorovodikova,
nebo hydroxid sodny na Upravu pH média, lih na sterilisaci kopist a 1zicek, Savo (5% NaClO)
na sterilisaci seminek.

Piiprava kultiva¢niho média MS (Murashige a Skoog, 1962)
SloZeni a mnozstvi zasobnich roztokd na 11 média je vypsano v tabulce €. 1. Déle bylo na

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

100mg/1 a 2,15ml z&sobniho roztoku kinetinu o koncentraci 100mg/1, 30g sacharosy a 8g
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agaru. Objem byl doplnén destilovanou vodou. Pomoci hydroxidu sodného, ¢i kyseliny
chlorovodikové bylo upraveno pH do rozmezi 5,7-5,85. Nasledné byl roztok ptiveden k varu
za ucelem vytvoreni agarového gelu. V tekutém stavu byl rozlit po zhruba 50 ml do sklenicek
od détské vyzivy, piipadné pii poc¢atecnim odvozovani kalusu do Petriho misek. Kone¢nym

krokem v ptipravé byla sterilisace uzavienych skleni¢ek v autoklavu.

Tabulka ¢. 1 — mnozstvi zdsobnich roztokl na 11 média MS a jejich slozeni:

Zasobni roztok |Slozky Koncentrace Objem Kone¢na
sloZek zasobniho koncentrace
V zasobnim roztoku [ml/l] [ma/l]
roztoku [g/l]
A NH4NO; 82,50 20 1650,00
B KNO; 95,00 20 1900,00
Hs;BO; 1,24 5 6,20
KH2PO4 34,00 170,00
KI 0,166 0,83
Na,MoO,4-2H,0 |0,05 0,25
CoCl,-6H,0 0,005 0,025
D CaCl,-2H,0 88,00 5 440,00
CaCl,-6H,0 131,123 655,61
CaCl, 66,40 332,00
E MgS0Q,4-7H,0 74,00 5 370,00
MnS0O4-4H,0 4,46 22,30
MnSO4-H,0O 3,38 16,90
ZnS047H,0 1,72 8,60
CuSO45H,0 0,005 0,025
F Na,EDTA-.2H,0 |4,12 10 41,20
Na,EDTA 3,72 37,30
FeSO, 2,78 27,80
G thiamin 0,08 5 0,8
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Sterilisace semen

Z n¢kolika zkouSenych postupti sterilisace se nejlépe osveédcil postup, kdy byla seminka
nejprve namocena v 60% ethanolu, ¢imz byla predevs§im zvySena smacivost jejich povrchu a

nasledné ponotfena na 10 min do 10% roztoku Sava.

Vlastni odvozeni kalusu

Seminka byla po vysterilisovani vlozena v boxu s laminarnim proudénim vzduchu do tuhého
média MS a piidavkem 2,4D a kinetinu, pfipadné MS media bez fytohormonii rozlitého
na Petriho miskéch. Po vykli¢eni byly semenacky rozstiihany na cca 1 cm segmenty, které
byly opét polozeny na médium s rostlinnymi hormony. Po 2 tydnech byl z jednotlivych
segmentl odebran primarni kalus, ktery se vytvofil v mistech poranéni a byl pfenesen na nové
médium.

Na médiu MS obohaceném rostlinnymi hormony rostly kalusové kultury znatelné 1épe (na
médiu bez hormont byl pozorovén spiSe masivni narast kofenil), a proto bylo pro dalsi
pasazovani pouzivano vyhradné¢ tohoto média. Nasledovala série presazovani nejméné
diferenciovanych ¢asti kalusu bez morfologickych znakt zhruba v intervalech 2 tydnd, ¢imz
byl na buiiky vytvoren vhodny selekéni tlak ve smyslu zvySeni schopnosti kalusového ristu a

byly vykultivovany stabilni kalusové kultury.

4.1.2. Odvozeni suspensni kultury

Piistroje a material:

Lahve a Erlenmeyerovy batiky o objemu 500 ml na klavovéani a uchovavani media a 2000 ml
baiiky na pfipravu media. Erlenmeyerovy baiiky o objemu 250 a 500 ml na péstovani kultur.
Analytické vahy OHAUS AS 200, elektrické vahy AND SCHOELLER PHARMA, autoklav
BMT PS 20A, pH metr LABIO AS, automatické pipety SOCOREX, tfepacky (Edmund
Buehler a Kuehler SHAKER), potravinarsky alobal na uzavirani ban€k a pinzeta na jejich
otevirani a uzavirani, box s laminarnim proudénim vzduchu Holten LaminAir, plynovy kahan

Integra Biosciences — FIREBOY eco.
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Chemikalie:

Roztoky na piipravu médii MS, myo-inositol, 2,4-D a kinetin, sacharosa, agar, kyselina

chlorovodikova, nebo hydroxid sodny na Gpravu pH média, lih.

Priprava kultivaéniho média MS

Tekuté médium se pfipravuje stejnym zptsobem, jako tuhé medium, ale bez ptidavku agaru
a bez zavérecného povareni. Medium bylo rozlito ptfimo do lahvi ¢i Erlenmeierovych banék,

které byly uzavieny alobalem a vyklavovany.

Vlastni odvozeni suspensni kultury

Po vypéstovani kvalitniho rozpadavého kalusu odrid Téabor a Flanders byly kousky kalusu
pfeneseny piimo do Erlenmeyerovy banky s tekutym mediem a umistény na tfepackéch (viz
obr. ¢. 5). Nejprve asi mésic pouze piezivaly velké shluky bungk, ale pozdéji se zacaly
jednotlivé buiiky také uvoliovat do média a vznikly tak husté bunécné suspense. Byly
pasazovany asi po dvou tydnech rozlitim obsahu jedné baiiky do 3 banék a doplnénim na

puvodni objem ¢istym mediem.

Obr. €. 5 — suspensni kultury odriidy Flanders v batikach na tfepacce.
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4.2. Stanoveni akutni toxicity TNT na organismus
Material:

Petriho misky, filtracni papir, automaticé pipety SOCOREX
Chemikalie

Kultiva¢ni médium - slozeni viz tabulka ¢. 2, TNT, DMSO (dimethylsulfoxid).

Tabulka €. 2 — slozeni kultivaéniho média pro testy akutni toxicity:

Latka Mnozstvi [g/1]
CaCly-H,0 117,6
MgSO,-7H,0 49,3
NaHCO3 25,9

KCI 2,3

Piiprava kultiva¢niho média

Nejprve byly piipraveny zasobni roztoky latek uvedenych v tabulce €. 2 a zadsobni roztok
TNT v DMSO. Pti kazdém pokusu byly smichany tak, aby vysledné koncentrace latek
odpovidaly koncentracim uvedenym v tabulce a nasledné¢ byly vytvofeny koncentracni fady

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

Vlastni pokus pro stanoveni akutni toxicity TNT

Do Petriho misek byly vloZeny filtra¢ni papiry, kopirujici tvarem jejich dno, se 17
prorazenymi otvory, ve kterych se méla v ekvidistalnich vzdalenostech zachytit jednotliva
seminka. Do kazdé misky bylo nalito 5 ml média, vZdy po tfech miskéach stejné koncentrace
TNT na testovanou odriidu. Na papir bylo poloZeno po 17-ti seminkach na misku (viz obr. €.

6). Nasledovala tfidenni kultivace za pokojové teploty v nepiitomnosti svétla.
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Obr. €. 6 - Testy akutni toxicity

Vyhodnoceni

Po tfech dnech byla délka kotinkll zméfena milimetrovym pravitkem. Pro kazdou Petriho
misku byl vypocitan aritmeticky primér, do kterého nebyly zapoc€itavany tfi nejmensi
hodnoty. Nésledné byly vypocitany aritmetické pruméry z kazdych tii nasazeni pro danou

koncentraci. Tyto hodnoty byly zaneseny do grafu ¢. 3. Primér byl po¢itan dle vzorce:

L

priimér —
n

Xpramer — Naméfend hodnota délky kofene, resp. primérna hodnota jednoho nasazeni
X — pramérna hodnota délky kofene jednoho nasazeni, resp. prumér ze tfi nasazeni

n — pocet seminek, resp. pocet nasazeni
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Smérodatna odchylka zachycend v grafu nartstu kofinki (graf. €. 3) byla pocitana dle

VzZorce:

o JZu—x,,,gmé,)z

n—1

Xpramer — Primérna hodnota vypocitana ze tii paralelnich nasazeni
X — prumérné hodnota kazdého ze tfi paralelnich nasazeni
N — pocet seminek

S — smérodatna odchylka

U procentualniho vyjadfeni inhibice byly hodnoty jednotlivych nasazeni vztahovany vzdy

k primérné hodnoté pii 0% TNT (v grafu ¢. 4 neni zanesena — nulova inhibice), dle vzorce:

0 xprzimér

0:
(0,01xx

prﬁmér)

Xpramer — Primérna hodnota délky kofinku vypocitana ze tfi paralelnich nasazeni pfi 0% TNT

X — pramérna hodnota délky kotfinku kazdého ze tii paralelnich nasazeni pii dané koncentraci

Smérodatné odchylky pro graf €. 4 byly vypocitany ze tti paralelnich nasazeni pro danou
koncentraci vztaZzenych k priméru pii 0% TNT.

Byla také odecitana klicivost pfi jednotlivych koncentracich TNT (graf. €. 2), kli¢ivost pii
vSech koncentracich dohromady (graf. €. 1) a rozdil mezi hodnotami inhibice jednotlivych

odrtd a priméru z hodnot vSech odrid dohromady.
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4.3. Méreni degradace TNT a DNT suspensni bunécnou kulturou

Pristroje a material

Zatizeni pro HPLC — kolony plnéné reverzni fazi Si-C, autosampler (SPECTRA SERIES AS
300), UV-detektor (PDA Jasco MD 1510), vialky, injekéni stiikacky Sml a 50ml, vakuova
odparka BUCHI, Biichnerova nalevka, kultiva¢éni nadobky s plovoucim pramkem a
propustnou membranou — Magenta BOX, filtra¢ni papir, automatické pipety SOCOREX,
tiepacky, homogenisator T25 basic (IKA Laboratortechik), centrifuga UNIVERSAL 32 R
(Hettich ZENTRIFUGEN), box s laminarnim proudénim vzduchu, elektrické vahy AND
SCHOELLER PHARMA, odmérny valec.

Chemikalie

TNT, DNT, oc¢ekavané degradacni produkty: 4ADNT (4-aminodinitrotoluen), 2ADNT (2-
aminodinitrotoluen), TNB (trinitrobenzen), DNA (dinitroanilin), 2,4ADANT (2,4-
diaminonitrotoluen), 2,6DANT (2,6-diaminonitrotoluen), aceton, methanol, destilovana voda.
Vlastni pokus pro zjiSténi miry degradace TNT a DNT suspensni bunéénou kulturou
Zajisténi stejného mnoZstvi bunék v kazdé barnce

V boxu s laminarnim proudénim vzduchu byly suspense zfiltrovany v kultivac¢nich
nadobkach Magenta-BOX pomoci propustné membrany. Nasledn¢ byly buiiky za pomoci vah
rozdéleny do vyklavovanych Erlenmeyerovych banék po 10g. Do kazdé banky bylo
odmeéfeno 50 ml média.
Provedeni pokusu
1. Po tfech dnech kultivace na tiepackach, v pocatku exponencidlni faze rastu byl do kazdé

banky napipetovan TNT, resp. DNT rozpustény v DMSO, aby vysledna koncentrace

Vv baiice byla 100mg/l. Nasledn¢ byly odebirany v riznych ¢asovych intervalech (viz grafy

¢. 6 — 11 v ¢asti Vysledky) vzorky média ze 3 banék, ptipadné byly v ¢ase odbéru zaroven
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kultury ze 2 dalSich banék zfiltrovany a buiiky nalozeny do acetonu. V nékterych
ptipadech byly na konci pokusu po 48-mi hodinach také odebrany kontrolni vzorky a
vzorky stresovanych buné¢k za ucelem provedeni 2D elektroforézy (veskeré bunky ze

suspensni kultury) a zamrazeny v tekutém dusiku.

2. Ptiprava vzorkd na HPLC:

e M¢édium z piimych odbért — ptestoze byly vzorky odebirany té$né u hladiny, bylo
tteba je zcentrifugovat, aby se usadily suspendované buiiky a pro HPLC odebrat
supernatant.

e Bunky — buniky byly v acetonu zhomogenizovéany. Poté byl acetonovy extrakt
zfiltrovan a suchy zbytek na filtra¢nim papitfe zvazen, aby bylo mozné vysledné
koncentrace latek vztahnout na suchou hmotnost bunék. Aceton byl odpafen na

vakuové odparce a zbytek rozpustén v 2ml methanolu.

3. Proméfeni na HPLC:
Byly zméteny vzorky, smésné vzorky s o¢ekavanymi degradacnimi produkty a
standardy TNT resp. DNT o koncentracich 50, 100 a 200mg/I za pouziti linearniho
gradientu methanolu (10 - 100%) za 40 min pfi rychlosti 1 cm®/ min.
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4.4. 2D elektroforéza

Pristroje a material

Tteci miska, mikrozkumavky typu Eppendorf, Sonikac¢ni ptistro) BANDELIN (SONOREX),
michadlo Vortex, mrazak -20°C, piipadné - 86°C (SANYO — Vip Series -86°C) pro
dlouhodobé uchovavani vzorkt pted zpracovanim, centrifuga (Hettich ZENTRIFUGEN),
vakuova odparka BUCHI, thermoshaker BIOSAN TS-100, kyvacka BIOSAN — Multi Bio
3D, fokusacni traye, fokusacni zafizeni a zatizeni pro elektroforézu BioRad, automatické

pipety SOCOREX, sklenéné ramecky, spektrofotometr UV mini 1240 Shimatzu a kyvety.

Chemikalie

Roztok A —slozeni viz tab. €. 3, promyvaci roztok - 0,07% 2ME, 1mM PMSF
(fenylmethansulfonyl fluorid - inhibitor proteas) , 2mM EDTA v acetonu, mineralni olej,
solubilisa¢ni pufr — slozeni viz tab. €. 5, chemikélie na tvorbu elektroforetickych gelt viz tab.
¢. 5, isopropylalkohol (na odstranéni bublinek z gelu), tekuty dusik, barvivo Coomassie
Brilliant Blue 6250 a Coomassie Blue G 250, chemikalie na ekvilibracni pufry dle tab 6,
elektroforeticky pufr dle tab. €. 7, agardza, elektroforetické standardy All Blue (Bio-rad),
fixa¢ni roztoky (50% EtOH, 8% H3PO,).

Precipitace a denaturace proteini

Nejprve byly zmrazené homogenisované bunky rozetfeny v tfeci misce pod hladinou
tekutého dusiku. Poté byl praSek pfenesen do zvazené mikrozkumavky a prevrstven
vymrazenym roztokem A (10% TCA, 0,07% 2ME v acetonu, viz tab. ¢. 3). Vznikla gelovita
suspense byla promichana, sonikovana 2 min ve vodé s ledem a poté uloZzena do mrazaku
(-20°C) na 1 hodinu. V prubéhu inkubace byly suspense opakované promichavany a nasledné

zcentrifugovany (15 min pfi 14 000 rpm) na centrifuze chlazené pod 4°C.
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Tab. &. 3 —slozeni roztoku A:

Aceton 80 mi
kyselina trichloroctova (TCA) 8¢
2-merkaptoethanol (2ME) 54 ul

Promyvani pomoci roztoku 2ME v acetonu

Supernatant byl odstranén a pelet opét suspendovéan ve vymrazeném promyvacim roztoku
(0,07% 2ME, 1mM PMSF (fenylmethansulfonyl fluorid - inhibitor proteas) , 2mM EDTA
V acetonu), opé€t sonikovan a ulozen do mrazaku (-20°C) na 1 hodinu. V priabéhu inkubace
byly suspense nékolikrat promichany a nasledné zcentrifugovany (15 min pii 14 000 rpm).
Centrifuga byla chlazena pod 4°C. Supernatant byl opét odstranén a promyti s centrifugaci
opakovano, dokud nebyl supernatant ¢iry (coz znaci oddéleni proteinti od balastnich latek).

Poté byl pelet vysousen na vakuové odparce po cca 20 min a zvazen.

Solubilizace proteinii

Pro ziskédni vysoké koncentrace proteint ve vzorku byl pouZzit na jejich solubilisaci 1 ml
solubilisa¢niho pufru (sloZeni v tab. ¢. 4) na zhruba 0,5 g prasku. Vzorky byly dobie
promichany a inkubovany 1 hodinu pti 37°C na thermoshakeru za obCasného protiepavani.
Dale byly vzorky zcentrifugovany (15 min pii 14 000 rpm). Centrifuga nebyla jiz chlazena.
Supernatant byl uchovan v mikrozkumavce. Nakonec byly vzorky jesté jednou
centrifugovany za stejnych podminek, aby se vyloucila pfitomnost pevnych ¢astic, které by
vadily pfi fokusaci ¢i kone¢né elektroforéze. Supernatant byl opét pifenesen do nové

mikrozkumavky.
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Tab ¢. 4: slozeni solubilisacniho pufru.

8M mocovina 0,96 g

2% CHAPS (3-[(3- 0,049
cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-
propansulfonat)

50mM Dithiotreitol 15,4 mg
0,2% amfolyty 20 ul
H2O (proteomic) 1,25 mi

Meéreni obsahu bilkovin dle Bradfordové:

Bylo smichano 780 pul vody, 200 ul barvicky Coomassie Brilliant Blue 6250 a 20 pl vzorku.
Barvivo se sorbuje na bilkoviny a tim posouvd maximum absorpéniho spektra z 465nm na

595 nm. Z absorbance pii této vinové délce byla stanovena koncentrace proteinil ve vzorcich.

Rehydratace stripi

Do zldbku fokusaéniho traye bylo naneseno 125l vzorku. Nasledné byl do Zlabku vloZzen
gelem dolli 7 cm dlouhy strip a nechal se cca 20min zasdknout. Nasledn¢ byl pfevrstven 1ml

mineralniho oleje a pasivné rehydratovan v termostatu po 12 hodin pti 20°C.

Podminky pro isoelektrickou fokusaci

Zmény napéti na elektrodach v pribehu isoelektrické fokusace: nejprve bylo na elektrody
vloZeno napéti 250V po dobu 15-ti min, nasledné bylo napéti postupné zvySovano za 2
hodiny na 4000V, které byly udrZzovany po dalSich 5 hodin a nakonec bylo napé&ti sniZeno na
500V a udrZovéano na této hladin€ po zhruba 7 hodin (posledni krok nemé dané ¢asové

omezeni).

Priprava geli

Nejprve bylo sestaveno zatizeni pro elektroforézu. Potom byly namichany gely podle
tabulky €. 5. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylendiamin) a 10 % APS (persulfat amonny) byl

pfidan az té€sné pied pouzitim. Poté byl gel napipetovan mezi sklenéné ramecky asi ptil cm
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pod horni okraj. Na gel byl nalit isopropylalkohol pro odstranéni bublin a vyrovnani povrchu
(ptipadné byl napipetovan jeste stacking gel na zastrCeni hiebinku — to pouze v jednom
ptipad¢, kdy byly méfeny i standardy). Za ¢tvrt hodiny gel ztuhl, isopropylalkohol byl slit a

vysusen filtra¢nim papirem.

Tab. €. 5 - slozeni gelu pro elektroforézu:

1,5M Tris pH 8,8 2,5 ml
(tris(hydroxymethyl)aminomethan)
44% akrylamid mix 2,3ml
50% glycerol 1,0 ml
0,2 M EDTA 100 pl
10% SDS (dodecylsulfat sodny) 100 ul
10% APS (persulfat amonny) 50 —100 pl
voda 3,9ml
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylendiamin) 7 ul

Vlastni pribéh SDS-PAGE

Stripy s proteiny rozdélenymi dle isoelektrického bodu byly ekvilibrovany v ekvilibraénim
pufru s dithiotreitolem (pufr Eql) po dobu 15-ti minut na kyvacce. Poté byly ekvilibrovany
Vv ekvilibra¢nim pufru s jodoacetamidem (pufr Eqll) opét 15 minut na kyvacce. SloZeni obou
ekvilibracnich pufrd je uvedeno v tabulce €. 6. Nasledné byly stripy promyty
Vv elektroforetickém pufru, jehoZ sloZeni je popsano v tabulce €. 7, naneseny na gely a zality
0,8% rozehtatou agardzou v elektroforetickém pufru obarvenou coomassie (pro orientacni
kontrolu pribéhu elektroforézy). Ramecky byly vyjmuty z drzacki pro ptipravu gelu a
pfichyceny do zafizeni pro elektroforézu, které bylo celé ponofeno do vani¢ky naplnéné z¢asti
elektroforetickym pufrem. Dalsi pufr byl nalit mezi rdmecky s gely a pfipadné byly pfidany
standardy (3 pl All Blue — Bio-rad) do komurky vytvotené hiebinkem Poté byl zapnut proud
15 mA/gel. Pokus probihal 45 minut pti 100V.

Tab ¢. 6 — slozeni ekvilibracnich pufri:
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latka/puft: Eql Eqll
mocovina 11,82 g 11,82 g
Tris pH 8,8 8 mi 8 ml
SDS 0,649 0,649
glycerol 6,40 6,40
dithiotreitol 0,64 g -
jodoacetamid - 0,89
voda ad 32 ml ad 32 ml
Tab. ¢. 7 — sloZeni elektroforetického pufru:
Latka MnoZstvi
Tris 1,826 g
Glycin 8,648 g
SDS 0,69
Voda 600 ml

Barveni koloidni Coomassie G250

Gely byly po probéhnuti elektroforézy proplachnuty destilovanou vodou, vyjmuty z rdmecki
a pravy dolni roh odfiznut pro pozd¢jsi orientaci. Poté byly fixovany ve fixacnim roztoku
(50% EtOH, 8% H3PQO,) pies noc. Rano byly lehce promyty destilovanou vodou a barveny
v Coomassie Blue G250 n¢kolik hodin. Nakonec byly odbarveny v destilované vodé do

pozadované barvy pozadi.
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5. VYSLEDKY:

5.1. Test akutni toxicity TNT:

Pomoci inhibice rustu kotene kli¢icich semen riznych odrid Linum usitatissimum byly
zjistovany rozdily v citlivosti na pfitomost TNT v médiu. Za uc¢elem screeningu bylo
prométeno celkem 18 riznych odrad — Elektra, Escalina, Laura, Bonet, Flanders, Jordan,
Viking, Viola, Tabor, Jitka, Atalanta, [lona, Hermes, Super, Agata, Venica, Mercur a Lola.
Maximalni rozpustnost TNT ve vod¢ je 100mg/1. Byly tedy testovany koncentrace 0, 10, 25,
50, 75 a 100 mg/1, vzdy po tfech Petriho miskach na danou koncentraci a na kazdé Petriho
misce bylo 17 seminek.

Pti vyhodnocovani byl vypocten prumér ze tii nasazeni o 17-ti seminkach (3 nejmensi
hodnoty z kazdého nasazeni byly vyfazeny). Vysledky u nékterych odrtd byly velmi
ovlivnény kli¢ivosti. Proto je v grafu ¢. 1 uveden ptehled klicivosti v % naklicenych seminek
ve vSech koncentracich TNT a v grafu €. 2 hodnoty kli¢ivosti pro kazdou koncentraci zv1ast,
je zde patrny mirny inhibi¢ni vliv TNT na kli¢ivost.

Délky kotinkl u jednotlivych odrtd pii riznych koncentracich TNT v médiu jsou zaneseny
v grafu ¢. 3, vysledky porovnani miry inhibice vzhledem ke kontrolnimu pokusu (0% TNT) v
grafu €. 4. V grafu €. 5 jsou vztaZeny konkrétni hodnoty inhibice jednotlivych odrid
K primérnym hodnotam vsech odrid pii danych koncentracich, takze je zde patrna skute¢na

meziodrudova rozdilnost.

Klicivost odrud - celkova B Hermes
M llona

B Atalanta
O Jitka

W Tabor

B Viking

O Jordan
B Flanders
B Bonet

E Laura

O Escalina
M Elektra
Bl Super

B Agata

H Venica
B Mercur
H Lola

120,00%

80,00% -

60,00% -

% naklicenych

40,00%

20,00% -

0,00% -

Odruady

Graf ¢. 1 — kli¢ivost odrud ve vSech Petriho miskach.
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120,00%

100,00% -

80,00% -

% nakli¢enych

40,00% -

20,00% -

0,00% -

Porovnani kliéivosti odriad pfi raiznych koncentracich.

60,00% -

% TNT

B Hermes
B llona

B Atalanta
O Jitka

B Tabor

= Viola

B Viking

0O Jordan
B Flanders
B Bonet

= Laura

O Escalina
B Elektra
B Super

B Agata

B Venica
B Mercur
M Lola

Graf ¢. 2 — porovnani kli¢ivosti odrad Linum usitatissimum pfi riznych koncentracich TNT — procento naklicenych seminek.
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Naruist u jednotlivych odrud
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Graf ¢. 3 — nartst kofinkt u jednotlivych odrid Linum usitatissimum pti riznych koncentracich TNT.
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Srovnani ihibice ridstu u jednotlivych odrid
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Graf ¢. 4 — porovnani inhibice rustu jednotlivych odriid Linum usitatissimum ve vzrustajici koncentraci TNT vzhledem ke kontrolnimu pokusu (0% TNT).
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Inhibice elongace kofinktl ve vztahu k priimérnym hodnotam
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Graf ¢. 5 — Inhibice elongace kofinkl jednotlivych odrid Linum usitatissimum ve vztahu k primérnym hodnotam vsech odrud — je zde vidét

skute¢na meziodrudova rozdilnost.
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5.2. Kultury in vitro:

Pro odvozeni kalusovych kultur byla semena nejprve ponofena na chvili do 60% ethanolu
pro zvySeni smacivosti a ndsledné byla na 10 min ponotfena do 10% roztoku Sava za ucelem
sterilisace povrchu. Poté byla umisténa do Petriho misek s kultivaénim médiem. Byla pouZzita
média MS s ptidavkem rostlinnych hormonti a bez nich, sloZeni je uvedeno v experimentalni
Casti prace. Pies pomérné drasticky zptisob sterilisace byla po dvou tydnech vétSina
nakli¢enych seminek napadena plisni. Od kazd¢ z Sesti nasazovanych odrid se vSak podafilo
oddélit nezasaZenou rostlinku.

Pti prvnim pasazovani byly piesazeny pouze semenacky nakli¢ené v médiich s pridavkem
rostlinnych hormoniti, nebot’ nebyly piili§ hluboko vrostlé do ptdy a Sly 1épe odd¢lit.
Rostlinky byly rozdéleny na vice ¢asti a pfeneseny na médium s rostlinnymi hormony ve
sklenickach od détské vyzivy. Postupné se zacinaly na poranénych ¢astech rostlinek tvoftit
kalusy. Ve zhruba dvoutydennich intervalech byly nejmén¢ diferencované ¢asti pfenaSeny na
nové médium, dokud se nevyvinuly pln¢ dediferencované kalusové kultury, které byly dale
uchovavany pravidelnym pasdzovanim ve dvoutydennich intervalech. Takto byly bez vétSich
problémil odvozeny kalusové kultury od odrad Ilona, Tabor, Jitka, Flanders, Viola a Hermes.

(viz obrazek ¢. 7).

Obr. ¢. 7 - kalusova kultura Linum usitatissimum — odruda Tabor.
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Od odrtd Viola, Tabor a Flanders byly odvozeny suspensni bunééné kultury. Kdyz vznikl
kvalitni rozpadavy kalus, byla jeho ¢ast pfenesena do tekutého média. Nejprve se buiiky
drzely v piivodnich shlucich, ale po nékolika tydnech se zacaly uvoliiovat do média a vznikla
husta bun&cna suspense (viz obrazek €. 8). Nikdy nebylo dosaZeno Gplné homogenity, ale

vzdy byly okem viditelné i ponékud vétsi shluky bunék.

Obr. ¢. 8 - suspensni kultura Linum usitatissimum — odrida Viola.
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5.3. Vysledky HPLC:

Po exposici suspensnich kultur TNT resp., DNT o koncentraci 100 mg/l byl méten tbytek
téchto xenobiotik v médiu v zavislosti na Case, piipadné i1 vyskyt degradac¢nich produkt
Vv acetonovych extraktech z bun¢k (seznam zjistovanych degradacnich produkti je uveden u
grafu ¢. 9). Koncentrace métenych latek v analyzovanych vzorcich byly ur€ovany za pomoci
kalibra¢nich kiivek vypocitanych z riznych koncentraci standard TNT resp. DNT. Byly
proméieny 1 smésné vzorky, aby bylo mozné urcit, které z pika predstavuji hledané
slouceniny.

Detekce probihala na UV-detektoru pti vinové délce 230 nm. Detailni popis pfistrojového

vybaveni je uveden v experimentalni ¢asti.

5.3.1. Degradace TNT suspensnimi kulturami:
Odbéry nezahusténého média:

Cilem pokusu bylo urcit schopnosti odriid Tébor, Flanders a Viola degradovat TNT. Vzorky
média odebiraného v pritbéhu pokusu ze tii paralelné stresovanych suspensnich kultur byly

dale zpracovany dle postupu popsaného v oddile Experimentalni Cast.

Degradace TNT suspensni kulturou odridou Tabor
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Graf ¢€.6: Degradace TNT suspensni kulturou odridy Tébor — zavislost koncentrace TNT

v médiu suspensni kultury (procenta z pivodni koncentrace 100mg/l) na ¢ase (min).
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Degradace TNT odridou Flanders

=
o
K<)
S
> —
E g8
- o
o O
S8
E e
()
%)
c
o
=
0 50 100 150 200 250 300 350
¢as (min)

Graf ¢€.7: Degradace TNT suspensni kulturou odridy Flanders — zavislost koncentrace TNT

v médiu suspensni kultury (procenta z piivodni koncentrace 100mg/l) na ¢ase (min).

Degradace TNT odriudou Viola
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Graf ¢€.8: Degradace TNT suspensni kulturou odriidy Viola — zavislost koncentrace TNT

v médiu suspensni kultury (procenta z piivodni koncentrace 100mg/l) na ¢ase (min).
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V pripad¢ degradace TNT klesla u odriid Tabor a Viola koncentrace xenobiotika na nulu
Vv pritbéhu prvnich Sesti hodin. Mezi témito odridami nebyla zaznamenana vyraznd variabilita
Vv prub¢hu kiivek popisujicich zavislost koncentrace TNT na cCase.

Nizka vychozi koncentrace TNT u pokusu s odridou Viola (graf ¢. 8) je pravdépodobné
Zpuisobena $patnym zpracovanim vzorku. Z tohoto méteni byly zaroven po 30-ti a 90-ti
minutach, 9,5-ti a 20-ti hodinach odebirany bunky ze stresovanych kultur. Z bun¢k byly
piipraveny acetonové extrakty podle postupu popsaného v experimentalni Casti. Vysledky

méieni téchto extraktii jsou zachyceny v grafu €. 9.

Vysledky z acetonovych extraktii homogenisovanych bunék odrudy Viola:

V acetonovych extraktech z bun€k byla ovétovana pifitomnost nasledujicich moznych
degradac¢nich produktti: 4ADNT (4-aminodinitrotoluen), 2ADNT (2-aminodinitrotoluen),
TNB (trinitrobenzen), DNA (dinitroanilin), 2,ADANT (2,4-diaminonitrotoluen), 2,6DANT
(2,6-diaminonitrotoluen). V grafu ¢. 9 je zaznamenan vyvoj piku ktery odpovidal dle
smésnych vzorki retenénimu €asu trinitrobenzenu a dvou nerozlisitelnych piki splyvajicich
do smésného piku, které odpovidaji reten¢nimu ¢asu 2-amino-dinitrotoluenu a 4-amino-

dinitrotoluenu (v grafu oznacené jako reduk¢ni produkty).

Degradace TNT suspensni kulturou Viola - degradacni
produkty
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Graf ¢.: 9 — Ptirtstek degradac¢nich produktti TNT Vv acetonovych extraktech
homogenisovanych bunék odridy Viola — vyvoj velikosti plochy piki v zavislosti na Case

(min).
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5.3.2. Degradace DNT suspensnimi kulturami:
Odbéry nezahusténého média:

Cilem pokusu bylo urcit schopnosti odriid Tébor a Flanders degradovat DNT. Vzorky média
odebiraného v prubéhu pokusu ze tii paralelné stresovanych suspensnich kultur byly déle

zpracovany dle postupu popsaného v oddile experimentalni cast.

Degradace DNT odrudou Viola
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Graf ¢. 10 — degradace DNT suspensni kulturou odriidy Viola — zavislost koncentrace DNT

v médiu suspensni kultury (procenta z piivodni koncentrace 100mg/l) na ¢ase (min).
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Degradace DNT suspensni kulturou odridy Tabor
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Graf ¢.: 11 — degradace DNT suspensni kulturou odriidy Tabor — zavislost koncentrace DNT

v médiu suspensni kultury (procenta z piivodni koncentrace 100mg/l) na ¢ase (min).

Vysledky téchto pokust ukazuji, ze DNT nedokaZze ani jedna z odriid degradovat, narozdil
od TNT. PrestoZe pocatecni koncentrace xenobiotika v médiich jsou rozdilné, prub¢eh kiivek
je podobny. Zajistit piesné stejné koncentrace by bylo velmi slozité, protoze slouceniny se

pravdépodobné z¢asti vysrazeji a zEasti chelatuji s kovy pfitomnymi v médiu.
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5.4. 2D gelova elektroforéza

V ramci jednoho pokusu byly méfeny vzdy dva vzorky bun€k ziskanych z bunécnych

suspensnich kultur - jeden kontrolni a jeden stresovany. Vzorky byly ziskany ze suspensnich

kultur stresovanych zaroven s kulturami, ze kterych bylo odebirdno médium za icelem méteni

na HPLC (viz vyse), doba stresovani byla vzdy 48 hodin.

5.4.1. Vysledky elektroforézy s odriidou Flanders

Gely kultur stresovanych DNT:

Flanders DNT

. S '

o

Q@

e

Flanders kontrola

Obr. €. 9 a 10 — 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensnich bunécnych kultur odridy

Flanders vlevo kultura stresovand DNT, vpravo kontrola.

Ve dvou oblastech je vidét ur¢itd zména v hustoté proteinti v piipadé kultur stresovanych

DNT. I kdyz je gel stresované kultury v poméru ke kontrolnimu ponékud tmavsi, spot

vyznaceny u pravého okraje je svétlej$i. Naopak vlevo nahoie od tohoto spotu se zda byt

proteinova hustota vyssi, nebot’ spot je zde o dost tmavsi, daleko vice nez by odpovidalo

celkovému rozdilu mezi obéma gely.

Tato informace je vSak vzhledem k malému rozméru gell a velké hustoté proteinti pouze

orienta¢ni. Pro dosaZeni vétsi vypovédni hodnoty by bylo tieba vzorky rozdé€lit na vice fraket.
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Gely kultur stresovanych TNT:

' Flanders TNT Flanders TNT - kontrola

Obr. ¢. 11 a 12 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensnich bunéénych kultur odridy

Flanders, vlevo kultura stresovana TNT, vpravo kontrola.

Také u gelu kultury stresované TNT je vidét ponékud silnéjsi exprese nékterych proteint a
potlaceni exprese jinych. Ve spodnim pravém rohu gelu stresované kultury je zietelny spot,
ktery je u kontroly pouze naznacen. Naproti tomu blizko levého horniho rohu je témét
nezjistitelny spot, ktery je na kontrolnim gelu pomérné jasné vidét (rozdil je ztetelny 1 pii
porovnani se spotem tésné nad nim — u kontroly jsou oba stejné silné, u stresované kultury je
spodni spot daleko svétlejsi). Zajimavé je, Ze zmeny jsou v jinych oblastech, nez v ptipadé

stresovani kultur dinitrotoluenem.
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5.4.2. Vysledky elektroforézy s odrudou Tabor

Gely z kultur stresovanych DNT:

_

Tibor DNT

Obr. ¢. 13 d 14 — 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensnicfl bunéénych kultur odﬁiay

Tabor, vlevo kultura stresovana DNT, vpravo kontrola.
Narozdil od odridy Flanders je u odriidy Tébor v piipadé DNT vidét na gelu stresované
kultury pouze n€kolik bodt tmavsich nez u kontroly, pfestoze celkove je kontrolni gel tmavsi,

coz svéd¢i o indukci exprese proteintl.

Gely z kultur stresovanych TNT:

e ~ Kontrola Tabor s TNT

hsnich bunécnych kultur odrady

5 .. % ~ TaborINT ' ek

Obr ¢. 15 a 16 — 2D elektroforetické gely s extrakfy ze suspe

Tabor, vlevo kultura stresovana TNT, vpravo kontrola.

60



Na gelu kontroly jsou vidét nekteré body tmavsi, nez na gelu stresované kultury. Coz
naznacuje potlaceni exprese pfi stresovani kultur TNT. Misto zmény genové exprese
neodpovida zadnému z mist, ve kterych doslo ke zméné u odridy Flanders. Spoty, které
ménily intensitu v ptipad¢ odridy Flanders jsou na obr. 15 a 16 stejné vyrazné. Pro lepsi
porovnani jsou dale uvedeny gely obou odrud vedle sebe.

Také neni vidét Zadna podobnost se zménami v piipade stresovani kultur DNT, coz svéd¢i o

tom, ze degradace obou nitrosloucenin se ucastni jiné enzymy.

5.4.3. Srovnani proteomu obou odrud:

Nestresované kultury:

Flanders kontrola
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Kontrola Tabor s TNT

Obr ¢. 17 a 18 — 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensnich bunéénych kultur odrad

Flanders (vlevo) a Tabor (vpravo) - porovnani geli nestresovanych kultur.

Ptesto, Ze v hrubych rysech jsou si gely dost podobné, 1ze na nich najit i vyrazné odliSnosti.
I kdyz se jedna o stejny druh, ma meziodrudova variabilita vyrazny vliv na rozdily v expresi
jednotlivych genti a tedy na variabilitu proteomu. Porovnani je spise orientacni, nebot’

vysledky byly ziskdny v prtibéhu riznych pokust.
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Kultury stresované DNT:

Flanders DNT
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Obr. 19 a 20 — 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensnich bunécnych kultur odrud

Flanders (vlevo) a Tabor (vpravo) — porovnani gelt kultur stresovanych DNT.

Exprese proteinu, ktery se zda byt konstitutivni dle kontroly 1 dle gelu stresované odridy
Tébor, je v ptipad¢ odriidy Flanders pfitomnosti DNT potlacena (jedna se o spot
zakrouzkovany blizko pravému dolnimu rohu). Zajimavé je, ze na odridu Téabor nema DNT
tento vliv. Na obou gelech je v oblasti blizké pravému hornimu okraji tmavsi oblast, neZ u

kontroly. To by mohlo odpovidat zvy$ené genové expresi nékterého z proteinti ti€astnicich se
degradace DNT.
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Kultury stresované TNT:
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Obr. 20 a 21 — 2D elektroforetické gely s extrakty ze suspensnich bunéénych kultur odrad

Flanders (vlevo) a Tébor (vpravo) — porovnani gelt kultur stresovanych TNT.

Na gelech kultur stresovanych TNT jsou sice znatelné zmény oproti kontrolam, ale na
ruznych mistech a riizného charakteru. Zatimco u Taboru doslo spise k potlaceni exprese
(spoty na obr. 21 viibec nejsou — jsou vyznaceny na kontrolnim gelu — obr. 16), u Flanders je

naopak exprese zesilena.
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6. Diskuse

Remedia¢ni potencial rostlin je bezpochyby obrovsky, jak bylo mimo jiné popsano v mnoha
studiich, z nichZ nékteré¢ byly citovany v teoretické ¢asti této prace. Pro jeho Uspésné vyuziti
vSak nestac¢i pouze aby rostlina degradovala ptitomnou slouceninu, ba dokonce ani jeji
pfirozeny vyskyt v znec€iSténych lokalitdich nemusi hrat vyznamnou roli pfi dekontaminaci.
Proto je tieba ptirozené probihajici proces zrychlit a zefektivnit cilenym vybérem rostlinnych
druhti vhodnych pro danou lokalitu a dany druh znecisténi. Velmi dilezitym faktorem je
mnozstvi rostlinnych organismil a jejich Zivotaschopnost. Proto byl pro vyzkum v této praci
vybran prave len, nebot’ kultivace této rostliny ma velmi dlouhou tradici a v ptipad¢ finalni
aplikace by zeméd¢lské postupy mohly velmi napomoci pfi realizaci fytoremedia¢niho
procesu (zvétSovani méfitka z laboratote na praktické vyuziti).

Velkym problémem z hlediska znecisténi pidy jsou v dneSni dobé€ nitroslouceniny. Rozsah a
zavaznost zne€isSténi témito latkami byla také naznacena v teoretické Casti. Stejné tak je zde
dokazana smysluplnost hledani fytoremediacniho feseni tohoto problému vzhledem k jiz
popsanym uspeSnym aplikacim. Nelze vSak jednoduSe pfejimat modely, které byly pouzity
Vv jinych podnebnych a piidnich podminkach. Proto se v této praci zabyvame pravé
nitroslouc¢eninami, konkrétné¢ TNT jako jednou z nejrozsitenéjSich a DNT, ktery se pravidelné
vyskytuje jako doprovodny polutant a v nekterych oblastech mlize tvofit 1 hlavni slozku
znecisténi (napf. v okoli tovaren na vyrobu polyuretanovych pén).

Jednotlivé odriidy Inu byly porovnavany pro zjiSténi vlivu interdruhové diversity na
remediacni potencial. Za uc¢elem screeningu byly ve velkém mnozstvi provadény testy akutni
toxicity pomoci méteni délky kofink kli¢icich rostlinek. Maximalni rozpustnost TNT ve
vodeé je 100mg/1. Byly testovany koncentrace 0, 10, 25, 50, 75 a 100 mg/1. Vysledky testl jsou
shrnuty v grafech 1 az 5. U nékterych odrud (konkrétné Escalina, Laura, Viola, Tabor, Jitka,
Atalanta, Super a Lola) vysledky naznacuji, ze nizké ddvky TNT mohou rostliny dokonce
stimulovat k ristu, jak je vidét z grafu ¢. 3, ktery znazornuje narist kofinki v centimetrech a
z grafu €. 4, ktery znazorfiuje miru inhibice vzhledem ke slepému pokusu. U zminénych odrid
byl zaznamenan vétsi ndrlst pii nizkych koncentracich TNT, nez kdyz se TNT v médiu viibec
nevyskytoval. Hodnoty jsou zde sice zatizeny pomérné velkou statistickou chybou (viz
chybové usecky v grafu €. 3), piesto vSak Ize vySsi nartst v t€chto podminkéch oproti nulové
koncentraci TNT povazovat u n€kterych odriid za potvrzeny (Lola, Tébor). To mtize byt

zpiisobeno napiiklad antibiotickym plisobenim xenobiotika. Zatimco takto reagujici Jitka byla
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pfi koncentraci 100mg/1 vyrazné inhibovana (nejvice ze vSech odrtid), Tabor a Super si
udrzely nizkou miru inhibice pfi v§ech méfenych koncentracich. Pii 100 mg/l vykazovala
nejmensi miru inhibice odriida Atalanta. To potvrzuje pomérné velké rozdily u jednotlivych
odrid ve schopnosti vyrovnat se s Xxenobiotiky v substratu.

Je také tieba ptihlédnout ke kli¢ivosti jednotlivych odrid, kterd je dost ovlivnéna kvalitou
dodanych seminek. Kvalitu osiva charakterizuje pfedevsim klic¢ivost pii 0% TNT, kterou Ize
vycist z grafu €. 2. U odrad Venica, Lola, Super a Mercur byla nizsi nez 80 % a u odrady
Atalanta dosahovala témé&f jen 60%. Jiz pouhym okem §lo rozeznat u nékterych z téchto odrid
poskozena seminka, ¢imz jsou nepochybné zkreslovany zjisténé vysledky.

Kli¢ivost v celém souboru méla mirné klesajici tendenci smérem k vys$im koncentracim
TNT (znazornéno v grafu €. 2). Celkem byly vSak rozdily, které 1ze piipsat koncentraci
xenobiotika tak malé, ze 1 kdyZ je zanedbame, obdrzime zapocitanim kli¢ivosti pfi vSech
koncentracich zajimavou informaci, vychazejici z velkého souboru méfeni. Tato informace je
znazornéna v jednodussim grafu €. 1. Ve vétsiné€ pripadu se totiz pii vysSich koncentracich
TNT pouze zkracovala délka kotinkil a nesnizovala se vyrazné kli¢ivost.

Pro vétsi nazornost byl zafazen i graf €. 5, ve kterém je zanesen rozdil procentualnich
vyjadfeni miry inhibice jednotlivych odrid a primérné inhibice vSech odrid pii dané
koncentraci. Méla by zde byt zachycena skutecnd mira mezidruhové rozdilnosti.
Nadprimérnou schopnost degradovat testované latky jevi podle tohoto grafu odriady Mercur,
Lola, Super a Atalanta, které ale vykazuji nizkou kli¢ivost, dale Tabor, ktery kli¢i dobie a ma
obecné pomérné velky narust pii vSech koncentracich. Velmi zajimavé jsou z tohoto hlediska
odridy Elektra a Agata, jejichz kfivky* zprvu naznacuji vyssi miru inhibice, neZ primérné
hodnoty, ale postupné témé&f linearné klesaji a ke konci maji jedny z nejniZsich hodnot. To
naopak. Velmi markantni je tento priibéh také u kiivek odriidy Merkur, ktera ma vSak nizkou
kli¢ivost, a odridy Bonet, ktera se ovSem nedostane ve svém prabehu pod primérmé hodnoty.
Opacny pribeh, ktery ovsem neni tak prekvapivy, maji kiivky odrid Viola a Jitka.

Chybové tsecky v grafu nartistu kotinka (graf. ¢. 3) charakterizuji velikost smérodatné
odchylky a byly pocitany z rozdili jednotlivych nasazeni dané koncentrace. Graf
procentualniho vyjadieni (graf €. 4) vztahuje hodnoty v ptipad¢ kazdého nasazeni

k celkovému pruméru dané odrudy pii 0% koncentraci (tedy pramér vSech tii nasazeni pii

“ 1 Dle mého néazoru je pribéh kiivek ziejmy i ze zde uvedenych sloupcovych grafi. Tento zptisob vyjadieni
jsem zvolil, protoze je v daném objemu dat ptehlednéjsi, nez klasicky bodovy graf.
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0%). Z téchto hodnot byla také pocitana smérodatna odchylka, ¢imz byla zajisténa
smysluplnost vzdjemného porovnavani jednotlivych nasazeni.

Pro ptipadné fytoremediacni vyuziti 1ze na zéklad¢ té€chto grafti doporucit odriidu Tabor,
kterd ma velkou kli¢ivost pti 0% TNT (98,04%) 1 v celkovém souboru méteni (97,06%),
prosperuje pii nizkych koncentracich TNT (o 30,88% vétsi narist pti 10% TNT) a dobie klici
I pti koncentracich 100 mg/1 (inhibice pouze 79,86%, coz je 0 5,15% méné nez prumérna
hodnota vSech odrtd). Z hlediska nize popsané toxicity DNT na rostliny Inu vSak nelze o
jejich skute¢ném vyuziti k odstranovani nitrosloucenin z pudy uvazovat. Nejzajimave;si
prub&hy rozdilti procentualnich hodnot inhibice a primérnych hodnot jsou vyznaceny v grafu
¢. 12. Je zde zanesen i prib¢h kiivky odriidy Flanders, ktera byla dale zkoumana pomoci

HPLC a 2D elektroforézy.

Inhibice elongace kofinkil ve vztahu k primérnym hodnotam - nejzajimavé;jsSi prabéhy

kfivek

50
@ 40 O Jitka
8 30 B Tabor
€ _ 20 W Viola
X510 B Flanders
3 % 0. @ Bonet
5%, B Elektra
€ 0. W Agéta
X 30 ® Mercur

% TNT

Graf ¢. 12 — Procentuélni vyjadfeni inhibice elongace kofinkii vybranych odrad

ve stoupajicich koncentracich TNT ve vztahu k primérnym hodnotam vSech métenych odrid.

Velmi pouzivanou technikou pfi vyzkumu schopnosti rostlin degradovat xenobiotika je
exposice suspensnich, ptipadné kalusovych kultur dané latce. Proto bylo soucasti této prace i
jejich odvozeni za ucelem pouziti pro dalsi testy. Velké rozdily mezi vybranymi odriidami

byly zietelné jiZ z rozdilné rychlosti nartistu biomasy. Nejlepsi vlastnosti jevila odrtida Tabor.
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Vcelku lze ale fici, Ze odvozeni kalusové kultury ze seminek Inu nebylo pfili§ problematické,
az na jejich dost slozitou sterilisaci vlivem malé smacivosti povrchu semen.

Pomérné ochotné vznikaly 1 suspensni kultury poté, co byly ¢asti zhruba 3-4 krat
pasazovanych kalust umistnény do tekutého kultiva¢niho média. Nejprve sice nebyl znat
prilis veliky narist a shluky bung¢k stale drzely pohromadé, ale po zhruba 6-ti tydnech se
bunky zacaly masivné mnozit a vznikla husta suspensni kultura, kterd vSak nikdy nedosahla
uplné homogenity — vzdy byly jeji soucasti i ponckud vétsi shluky bunek.

Meéieni degradace xenobiotik pomoci suspensnich kultur je dilezity a uziteCny zptsob, jak
odhalit metabolismus dané slouceniny a jeji osudy v rostlinnych pletivech. Nutno pfiznat, ze
vysledky ibytku TNT a DNT v médiu suspensnich kultur ziskané z méteni na HPLC
neopraviuji usuzovat na velké meziodrudové rozdily, narozdil od vysledkii méteni akutni
toxicity pomoci délek kotinkd.

Ptestoze bylo do média dodano mnozstvi nitroslouc¢enin odpovidajici maximalni
rozpustnosti, nebylo téchto hodnot dosazeno, pravdépodobné protoze se velka ¢ast TNT,
respektive DNT vysrazela. Zabranit tomuto nedostatku by bylo velmi sloZzité, nebot’ neni jisté,
co by se délo s métenymi latkami v piipad¢ autoklavovani se sterilisovanym médiem. Navic
zde muize velkou roli hrat chelatace s pfitomnymi kovy, kterych je v médiu pomérné dost (viz
tab. ¢. 1).

Tato skutec¢nost vSak nestaci na vysvétleni ptili§ nizké koncentrace TNT v ptipadé pokusu
s odridou Viola (graf €. 8). Pravdépodobné nastala chyba v pribéhu pfipravy vzorku. Presto
vSak je pokus zajimavy z hlediska zjisténi degradacnich produktii. Porovnanim se smésnymi
vzorky bylo zjisténo, Ze na chromatogramu acetonového extraktu z bunék je nejvetsi pik
v oblasti odpovidajici reten¢nimu ¢asu trinitrobenzenu (TNB) a dale smésny dvojity pik, ktery
nesel rozlisit v oblasti redukénich produktt 2-amino-4-nitrotoluenu a 4-amino-2-nitrotoluenu
(dale redukéni produkty).

Prabéhy kiivek zachycujici koncentraci téchto degradacnich produktt v zavislosti na ¢ase
jsou zachyceny v grafu ¢. 9. Odlisnost prub¢hu kiivky TNB a redukénich produkt naznacuje
sloZitost degrada¢nich procesti. Zatimco mnozstvi TNB nejprve klesd, coz miiZze naznacovat
jeho odbouravani na jiny degradacni produkt, mnozstvi redukénich produkti naopak ze
zaCatku mirné€ stoupd. Obé¢ latky se poté ustalily na urcité koncentraci, coz naznacuje
rovnovahu mezi odbouravanim a tvorbou. Ke konci pokusu opét dochdzelo k vzestupu
mnozstvi TNB a také k mirnému vzestupu mnozstvi redukénich produkta.

Zajimavé bylo zjisténi, ze a€ kultury pomérné€ bez problémii degradovaly TNT aZ na

nulovou koncentraci v prabéhu prvnich péti hodin kultivace (viz grafy €. 6, 7 a 8), nedokazaly
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degradovat DNT (pribéh koncentrace DNT je v grafech 10 a 11). Doslo sice k mirnému
poklesu koncentrace na zacatku pokusu, ale nasledné koncentrace opét pozvolna vzrustala. To
je mozné vysvétlit absorpei xenobiotika bunkami, naslednou smrti vétSiny bunék (viz tab. €.
6) s postupnym zpétnym uvoliiovanim toxické latky do média a zaroven rozpousténim
vysrazené frakce. Skutecnost, ze bunky v piipadé exposice vysoké koncentraci této
slouceniny rychle umiraly, byla prokdzana pomoci testu viability, ktery je zaloZzen na oxidacni
rekci s TTC (trifenyltetrazolium chlorid - Zivé buiiky jej pfeménuji na formazan, jehoz

koncentraci 1ze méfit spektrofotometricky — vysledky testu jsou v tab. €. 6)53

Tab ¢. 6: Testy viability méfené pomoci oxidaéni reakce s TTC:

zkouSena latka % zivych bunék po tfidenni exposici
kontrola 1 100
kontrola 2 95
DNT (A) 22
DNT (B) 6
DNT (C) 6
TNT (A) 95

Nasledné byly vybrany nékteré z odriid pro detailnéj$i zmapovani proteomu za pomoci
techniky dvojdimenzionalni gelové elektroforézy. Konkrétné se jednalo o odriidy Flanders a
Tébor, nebot’ prvni z nich byla TNT vyrazné inhibovana v nartstu kofinkd, zatimco druha
relativné daleko méné (viz graf €. 12). Daly se tedy oCekavat rozdily v expresi proteinli
ucastnicich se degradace nitroaromati. Gely nestresovanych rostlin vypadaji v n¢kterych
oblastech pomérné rozdilné, ale v hlavnich rysech (nejvyraznéjsi spoty) jsou si dost podobné
(viz srovnani obr. €. 17 a 18), coz odpovida tomu, Ze u riznych odrid stejného druhu nemusi
byt rozdily v proteinové vybavé pfilis velké. Pro zptesnéni vysledkl by bylo tieba rozdélit
solubilisované proteiny na vice frakci.

Rozdily jsou patrné také u gelii stresovanych kultur, jak v porovnani s gely kontrolnimi, tak 1
V porovnani reakci obou odriid mezi sebou. Zatimco gely kultur odriidy Tabor stresovanych
TNT mély oproti kontrole n¢které spoty svétlejsi (obr. 15 a 16), coz spiSe znaci ubytek
odpovidajicich proteinti, u gelt kultur stresovanych DNT je tomu naopak (obr. 13 a 14).
Stejné tak rozdily na gelech kultur odriidy Flanders stresovanych TNT a DNT se nevyskytu;ji

Vv totoznych oblastech (obr. 9, 10, 11 a 12). To by mohlo naznacovat rlizny metabolismus
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obou sloucenin navzdory jejich strukturni podobnosti. Ve prospéch této hypotesy sveédei i

U odridy Flanders stresované DNT je na jednom misté na gelu patrnd zvySena exprese
proteinil. V této oblasti je také n€kolik zvyraznénych spotii na gelu stresované kultury odrady
Tabor (viz srovnani obr. ¢. 19 a 20), to naznacuje pravdépodobné umisténi proteinu
ucastniciho se degradace tohoto xenobiotika. Na jiném mist¢, které se zda znazornovat
konstitucni gen, byl vSak u gelu Flanders zaznamenan narozdil od gelu Tabor pokles
proteinové hustoty. To mlize znamenat inhibici exprese, ptipadné i vlivem patologického
procesu, ktery se projevil u této na xenobiotika citlivéjsi odrady. Naopak Téabor vykazoval
zvysSenou expresi na misté, kde nebyla zaznamenana zména u Flanders. Da se tedy usuzovat
na odradov¢ specifickou reakci na pfitomnou slou¢eninu.

Pti porovnéni gell rostlin stresovanych TNT (obr. 20 a 21) nebyly pozorovany zmény
Vv expresi proteint, které by byly pro obé odridy spole¢né, nebot’ zaznamenané rozdily nejsou
v totoznych oblastech. Flanders zvySuje expresi urcitych proteind a snizuje expresi jinych,
Téabor ve vSech zaznamenanych oblastech expresi snizuje. Je mozné, Ze tyto rozdilné reakce
jsou podstatou rozdilné toxicity TNT pro obé odridy.

Po celkovém zpracovani vysledku lze fici, ze bez genové modifikace ve smyslu zvySeni
potencialu degradovat DNT, neni rostlinny druh Linum usitatissimum vhodny pro
fytoremediacni aplikaci v pfipadé aromatickych nitrosloucenin. Pro pfipadnou genovou
modifikaci se zda byt nejvhodnéjsi odriida Tébor, ktera je odolna proti TNT ve vSech
métenych koncentracich, ma (alespon v prvnich fazich vyvoje) velky narist hmoty a je vitalni
I V nepfirozenych podminkach pti péstovani kalusovych a suspensnich kultur, coz mize

vypovidat i o celkové odolnosti a Zivotaschopnosti.
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7. ZAVER

® (Celkem 18 odrad Linum usitatissimum bylo testovano na inhibici elongace kofinka
kli¢icich rostlin pfi péti koncentracich TNT. Vzhledem ke kli¢ivosti a procentu inhibice
délky kotene byla vybrana jako nejodolnéjsi odriida Tabor a jako vysoce citliva byla
vybréana odriida Flanders. U téchto odrid byla ddle méfena genova exprese pii exposici

suspensnich kultur DNT a TNT schopnost suspensnich kultur degradovat TNT a DNT.

® Byly odvozeny stabilni kalusové kultury od Sesti odraid Linum usitatissimum a od tii
Z nich byly vypéstovany stabilni suspensni bunécné kultury.

e U suspensnich kultur tfi odrid byla zjistovana schopnost degradovat TNT a DNT
ptitomny v médiu pomoci HPLC. Bylo zjisténo, ze koncentrace DNT blizké rozpustnosti
ve vodg, jsou pro rostlinné buiiky letalni. Naproti tomu TNT byl odbourdvan velmi rychle.
Jako jeho hlavni degrada¢ni produkty byly identifikovany trinitrobenzen, 2-amino-4-

nitrotoluen a 4-amino-2-nitrotoluen.

e U odrtd Flanders a Tabor byla provedena gelova 2D elektroforéza kultur stresovanych
DNT a TNT. U gelt kultur stresovanych DNT byly objeveny podobnosti ve zvySeni
exprese nékterych genii. Odpovédi na stresovani TNT byly rozdilné. Provedeni bylo spiSe

orientacni.
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8. SEZNAM ZKRATEK

2ADNT - 2-aminodinitrotoluen

AADNT - 4-aminodinitrotoluen

2,4-D - 2,4-dichlorfenoxyoctova

2,ADANT - 2,4-diaminonitrotoluen

2,6DANT - 2,6-diaminonitrotoluen

2,ADNT - 2,4-dinitrotoluen

2,6DNT - 2,6-dinitrotoluen

2ME - 2-merkaptoethanol

ABC - ATP binding cassette

APS - persulfat amonny

CFU — colony forming unit

CHAPS - 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonat
DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - dinitroanilin

DNT — dinitrotoluen, zpravidla jako smés izomert

MS — kultivaéni piida typu Murashige a Skoog

PAH — polyaromatické uhlovodiky

PMSF - fenylmethansulfonyl fluorid - inhibitor proteas

RDX - Royal Demolition Explosive — perhydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin
Savo — komer¢éné vyrabény desinfekéni prostiedek - 5% NaClO
SDS - dodecylsulfat sodny

TCA - kyselina trichloroctova

TEMED - N,N,N",N’-tetramethylendiamin

TNB - trinitrobenzen

TNT - trinitrotoluen

Tris - tris(hydroxymethyl)aminomethan

TTC - trifenyltetrazolium chlorid
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