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Abstrakt

Tato prace se zabyva efektem, ktery maji prvky vzacnych zemin na kukufici
setou (zea mays) pii dostateCnych zavlazovacich podminkach a pfi vystaveni suchu.
Porovnava dva mutanty kukufice, a to na sucho senzitivni a sucho tolerantni druh.

Experiment probihal po dobu péti tydnt, kdy byla méfena fluorescence, a pro
zavlazovani skupin vystavenych REEs byl vyuzit Hoaglandiv roztok s ptidavkem
chloridu ceru, erbia nebo lanthanu o koncentraci 0,8 mM. Na konci experimentu byla
stanovena biomasa rostlin, akumulace prvkt pomoci ICP spektrometrie, aktivita enzymut
byla stanovena spektrofotometricky a obsah pigmentii v nadzemni ¢asti rostliny pomoci

HPLC-RP analyzy.

Kli¢ova slova: prvky vzacnych zemin, antioxidativni enzymy, fotosyntetické pigmenty,

akumulace, oxidativni stres, hydroponie
Abstract

This thesis elucidates the effect the rare earth elements have on maize (zea mays)
in ideal watering condition and when exposed to drought. It compares two mutants of
maize. One drought sensitive and second drought resistant.

The experiment lasted five weeks, during which the leaf fluorescence was
measured. The plants that were exposed to the REEs were watered by Hoagland solution
with addition of Cerium, Erbium or Lanthan trichloride to reach the concerntration of
0,8 mM. At the eng of experiment fresh plants were measured and their biomass was
determined. Acumulation of REEs in maize was established by ICP spectrometry,
enzyme activity was detected by spectrophotometry and the leaf pigments were

determined by HPLC-RP analysis.

Key words: rare earth elements, antioxidative enzymes, photosynhetic pigments,

acumulation, oxidative stress, hydroponics
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1 Uvod

Tato prace se zabyva vlivem prvkil vzacnych zemin, specifiky Lanthanu, Ceru a
Erbia, na rist, zdravi a schopnost fotosyntézy kukufice. Zaroven byla sledovana
schopnost prvkill ovliviiovat reakei kukufice na nedostatek vlahy, a to u mutantd na sucho
senzitivnich DK9523S*DK5002 a sucho tolerantnich DKD3976M*DKD3023M.
Fluorescen¢ni parametry chlorofylu byly méfeny pomoci ptistroje FluorPen 100. Obsah
REEs byl stanoven pomoci ICP spektrometrické analyzy, aktivita reduktivnich enzymu
byla stanovena spektrofotometricky a hodnoty redukujicich a fotosyntetickych pigmentt

byly ziskany pomoci HPLC-RP analyzy.



2 Prvky vzacnych zemin a jejich vyuziti

Prvky vzacnych zemin také znamé pod zkratkou REEs, jsou skupina 15 prvki
ttidy Lanthanoidt, které se kromé& promethia (Pm) bézn¢ vyskytuji v zemské kaie(1). V
zasadé se déli na lehké REEs obsahujici prvky od lanthanu po europium a tézké REEs,
do kterych patii gadolium az lutecium(2). Lehké REEs jsou na Zemi vice rozsifené nez
tézké. Zaroven jsou vSechny prvky vzacnych zemin obsazené ve skoro sto Sedesati
mineralech, které zahrnuji halogeny, oxidy fosfatl, kfemicitany a uhli¢itany(3).

Chemické a fyzikalni vlastnosti prvki vzacnych zemin se navzajem podobaji,
naptiklad vétsina REEs se bézn¢ vyskytuje ve své trojvazné formé oproti dvojvazné(4).
Zaroven maji tendenci se vyskytovat ve smésich spiSe nez v shlucich jednotlivych
prvki(1l). I pres obtiznou tézbu jsou REEs hojné vyuzivané v mnoha primyslovych
odvétvich. Oproti jinym kovim téZenym ve velkém meéfitku nejsou koncentrovany v
napiiklad vzacnych kovi, jako je zlato(5).

Prvky vzacnych zemin je mozné nalézt i v fekdch a oceanech, do kterych se
prvky vymyvaji a tvofi sediment na jejich dné. TéZba v moftich je zatim z technologického
a ekonomického hlediska nevyuzivana alternativa(6). Zaroven jejich Casty vyskyt spolu
s uranem a thoriem tvoii dal$i komplikaci pti ziskavani REEs, jelikoz po zpracovani
natézené¢ho materidlu vznika radioaktivni odpad(7).

Vyuziti jednotlivych prvkit vzacnych zemin sahd od vylepSovani vlastnosti
elektronickych zatizeni, chemicky a jaderny primysl az po zemé&délstvi. Pro piiklad
nejvyssi vyuzZiti z REEs maji Lanthan a Cer, které jsou vyuZivany hlavné jako
stabilizatory a katalyzatory(2). V lithiovych bateriich mohou byt pouzity jako pfimés v
katodach a vyrazné zlepSuje kapacitu jednotlivych baterii(8). Tézké prvky vzacnych
zemin jsou kli¢ové v ziskdvani takzvané zelené energie, a to v solarnich panelech a vétrem
pohanénych turbinach(2).

REEs maji pro obycejného clovéka ovSem vyuziti v kazdodennim Zivoté,
jelikoz jsou nedilnou soucasti GPS pfistroji, chytrych telefond, televizi a stale
popularnéjSich elektrickych automobilt. Pro piiklad cer je nedilnou soucasti emise
zachytavajicich konvertorti, erbium je specificky uzivano pro vyrobu optickych kabelll a

laserti vyuzivanych ve zdravotnictvi. Lanthan je pak souc¢asti kamerovych ¢ocek a mimo



jiz zminénych Li-Ni dobijecich baterii je Casto vyuzivan v keramice a leSticich
pudrech(6).

Kvili témto zminénym aplikacim spotfeba REEs stile zvySuje a metoda
recyklace prvkl z odpadniho materidlu se tak stava nezbytnou. Z elektronickych zatizeni
jsou prvky odstranény mechanicky nebo jsou ziskavany chemickou cestou zahrnujici
pyro-metalurgické a hydrometalurgické procesy. Kvili vysoké afinit¢ REEs ke kysliku
jsou bohuzel ztraty u tohoto znovu ziskavani vysoké a je nutné volit vyluhovani pomoci
kyseliny sirové(7)

Oproti tomu procesy ziskani prvkii z matrice katalyzatorti jsou bohuzel prozatim
velmi malo prozkoumané, a to i na laboratorni urovni(9). Kvili velmi malému mnozstvi
REEs v elektronice dochazi k recyklaci jen asi 20 % vyhozenych pfistroja a zbylych 80
% putuje na skladky. Jelikoz se poptavka po nové elektronice stale zvySuje, roste tak i
mnozstvi nerecyklovaného odpadu obsahujiciho prvky vzacnych zemin(6).

V Ciné jsou hojné vyuzivané jako p¥imési hnojiv, jelikoz od 90. let 20. stoleti
vyvstala myslenka, Ze prvky vzécnych zemin vyrazné zlepSuji kvalitu a produkci

kultivovanych rostlin(10).

3 Efekt sucha na rostliny

Rostliny vystavené biotickému nebo abiotickému stresu prochazi zmeénami
metabolickych procesi, které vedou k snizeni riistu a produktivity(11). Nedostatek vody
je pro rostliny béZznym stresovym faktorem a u kukutfice mize vést ke ztrat¢ produkce
biomasy az o 50 % a vice(12). Obecné& se stres z nedostatku vody vyznacuje ztratou
pevnosti listd, Zloutnutim, etiolizaci, pred¢asnym opadem listii, praskanim ktry a vétvi a
v extrémnim ptipad¢ i smrti rostliny(13).

Sucho negativné ovliviiuje klieni rostlin a jejich rust, hlavné kviali snizené
schopnosti pfijimat Ziviny a poklesu fotosyntetické c¢innosti rostliny(14). Pokles
schopnosti fotosyntetizovat souvisi s poklesem hladiny chlorofylu, ktery je mimo dalsi
faktory pfimym nasledkem nedostatku vody(15). Dale se vice snizuje hladina chlorofylu
b oproti chlorofylu a, ¢imz se pomér b/a snizuje(16).

Stres suchem je zpisoben nejen nedostatkem vldhy v ptid€, ale i odpafovanim
vody z nadzemni €asti rostliny a transpiraci(13). NejrychlejSim obrannym mechanismem

v listech je uzavieni stomatalnich pori. Ty jsou regulované pomoci kyseliny abiscové a



turgorem okolnich mezofilnich bun¢k, ktery zavisi na struktufe jejich bunétné stény,
bunétné membran¢ a cytoskeletalni dynamice. Mezofilni buiikky jsou napojeny na
xylenové a probiha mezi nimi vymeéna signdll o dostupnosti vody a transport
fotosyntetickych produktii z nadzemni ¢asti rostliny do kotenti.(17).

Pfi sniZzeni potfebného mnozstvi vody jsou stomatalni pory uzavieny a rostlina
snizuje prijem oxidu uhli¢itého. To vede k omezené diftizi CO, ze vzduchu do
karboxylac¢nich mist, ¢imZ se snizuje schopnost jeho fotosyntetické fixace(18). Proto se
pfi trvalém vystaveni suchu rostlina chrani zvySenym skladovanim cukrt v kotenech a
listech(11).

Mirny nedostatek vlahy zplsobuje u rostliny prodlouzeni kotene, ale silngjsi
sucho ptisobi opacné. Jakakoliv forma snizené hladiny vody v prostfedi mé negativni vliv
na objem a tloustku kotenti(19). Zaroven dochézi k jejich modifikaci uz na trovni
bunécného de€leni, pro zvyseni schopnosti ptijimat ziviny a vodu. Kofeny se méné vétvi
a prorustaji piidou spiSe do hloubky nez do Sitky v ptidach, které na povrchu vysychaji,
ale zadrzuji vlhkost v hlubsSich vrstvach. Naopak u malo propustné pidy kotfeny rostlin
rostou ve vrchni vrstveé a jsou bohaté rozvétvené, aby zachytily nejveétsi mozné mnozstvi
vlahy. Rostliny stejného druhu také mohou mit diametralné odlisny kofenovy systém
v zavislosti na jejich zivotnim prosttedi(17).

Rostlina vystavena suchu v ramci osmotické ochrany pfijima vys$$i mnozstvi
anorganickych iontl, jako je hoicik, sodik nebo draslik, jelikoz brani negativnim
projeviim dehydratace na proteiny a celularni membrany bunék(19). Ptili§ vysokd hladina
drasliku avSak zaroven zplsobuje oxidativni poSkozeni a tvorbu ROS béhem

fotosyntetickych procest v listech vedoucich k jejich poSkozeni(11).

4 Reaktivni kyslikové radikaly

Jednim z efekt, ktery maji REEs na Zivé organismy a rostliny, je vyvolani zvySené
hladiny reaktivnich kyslikovych radikalt, které mohou poskozovat zivy systém(5). Tyto
slouceniny jsou obecné definovany jako toxicky vedlejsi produkt aerobniho
metabolismu(20). Vznikaji v chloroplastech pifi fotosyntéze, mitochondriich,
endoplazmatickém retikulu, na cytoplazmatické membrané nebo pfi B-oxidaci(21). Za

ROS jsou povazovany ionty a radikaly kyslikovych slouceniny schopnych oxidace svého



okoli jako superoxidovy radikal, peroxid vodiku, hydroxylovy aniont a dalsi.

Mechanismus jejich vzniku a pfemény v buiice je mozné vidét na obrazku 1.
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Obrazek 1: Mechanismus vzniku a pfeména obvyklych reaktivnich kyslikovych sloucenin.
Prevzato z Mandal M, Sarkar M, Khan A, Biswas M, Masi A, Rakwal R, 2022,(21).

Riazné reaktivni kyslikové slou€eniny jsou v buiikach ptitomny jako klicové
signalni molekuly fidici metabolické a regulaéni cykly, a to hlavné pfi vystaveni rostliny
stalosti v bunééném prostredi, oxidacné redukénim vlastnostem a schopnosti prochazet
aquaporiny podili na diferenciaci bunék a formaci jejich bunééné stény(23). Ptirozené
zvySenou hladinu ROS je mozné nalézt u kli¢icich rostlin, kde dochazi k aktivaci NADPH
oxidasy, P-oxidace a katabolismu lipidd, které jsou esencidlni pro UspéSny rist
rostlin(24).

Pii pfili§ vysokém mnoZstvi mohou peroxidovat bunécnou membranu a
ovlivilovat fotosyntézu. Aby rostlina zabranila smrtelnému poSkozeni, je pro ni nutné mit
systémy pro redukci téchto sloucenin, jako je enzymovy sytém SOD a CAT nebo
neenzymovy  systém  zprostfedkovany  askorbovou = kyselinou, podobnymi

nizkomolekularnimi latkami a flavonoidy(25).

5 Rostlinny metabolismus a prvky vzacnych kov

V standardnich pfirodnich podminkach se REEs do systému Zivych organismu
mohou dostat pouze v malém mnozstvi, a to z podzemnich vod a atmosféry(3). Pti
znecisténi piid jsou vSak do rostliny pfijimany a mohou mit v zavislosti na koncentraci

Skodlivé aZ smrtici u€inky na rostlinu. REEs, jak jiZ bylo zminéno, jsou vyuzivany v



zeméde€lském primyslu, a to hlavné jako soucast superfosfatového hnojiva(26). Je tomu
tak, jelikoz mnohé studie tvrdi, Ze prvky vzacnych zemin v nizSich koncentracich mohou
zlepSovat v rostlindich hormonovou efektivitu, stabilitu bunécnych membran, fixaci
dusiku a snizuji ztratu vody. Pfesny mechanismus u¢inku neni vSak kviili komplexnosti
spojeni rostlinného systému s ptidou a proménlivosti podminek v prostfedi zatim plné
zmapovan(27).

Obsah prvki v téchto hnojivech se vyrazné lisi, naptiklad cer navazany na fosfat
je pouzivany v Pakistanu v koncentraci 40,2 mg/kg, kdezto v Brazilii ma toto hnojivo
1499 mg/kg(28). Globalni vyuziti téchto prvkia jako pfimési hnojiv je tak jednim z
hlavnich pivodct znecisténi pid a zvySuji pravdépodobnost kontaminace potravniho
fetézce.

REEs v nizsich koncentracich nemaji pro rostliny pozorovatelny nutri¢ni efekt,
naopak lanthan mé tendenci se kompetitivné vazat na vapnikova vazna mista enzymd,
coz muze byt jednim ze zdrojl jejich toxicity pii vyssi koncentraci(29).

Fotosyntéza je kliCovy proces pro rlst a zivotaschopnost rostliny(30). REEs
mohou zvySovat aktivitu fotosystému II, vazat se na jeho chlorofyl, nahradit hofe¢naty
ion a zvysit tak chlorofylovy obsah a tim podpofit rast rostliny(31). Napiiklad vystaveni
ruznych rostlin lanthanitym a ceritym iontiim zvysuje pravé obsah chlorofyli, diky cemuz
nartiistd fotosyntetickd aktivita(30). I kdyZ krom vlivu na fotosystém, neni jejich ptispevek
k rlstu rostlin pfesné vysvétlen, byla pozorovana zlepSeni pii kli¢eni a vykvétu rostlin pii
koncentracich mensich 0,5 mg/kg piady(29).

REEs mohou mit ale i negativni efekt na fotosynteticky systém hlavné tim, ze
poskodi chloroplast(32). Pii ptekroceni stimulacni hladiny REEs v rostliné nastava
opatny efekt, kdy je fotosyntéza naruSena a produkuje ROS, ¢imz je rostlina
poskozovana(32). Skodlivost REEs pro Zivotni prostfedi je pfisuzovana spise jejich
akumulaci v misté¢ zneciSténi a zvySeni bioakumulace v rostlindich a naslednému

proniknuti do potravniho fetézce(33).

6 Akumulace REEs
Akumulace cizorodych latek v rostling je popularni zptisob uréovani celkového
stresového efektu prostfedi na jeji zdravotni stav(34). Pti piijmu REEs kofeny rostliny

zpudy, je velmi dilezitd forma daného prvku. Jako soucést rozpustnych sulfidi a



organickych sloucenin jsou snadnéji pfijimané nezli jejich nerozpustné oxidy a
slouceniny manganu a zeleza(27).

Kazda cast rostliny reaguje na pritomnost vétstho mnozstvi prvkil vzacnych
zemin jinym zpusobem. Nejcastéji jsou REEs ukladany nejvice v kofenovém systému,
kdezto stonky a listy rostliny vykazuji mensi kumulaci prvka(35). Ptiklad frakcionace je
mozné vidét na obrazku 2.

REEs translokace v rostliné je limitovana pomoci Caspariho prouzkd. Jejich
pfijem snizuje obsah chelata¢nich latek v pudé a zvySeny piijem fosfatl, zvySuje ji

naopak zvyseny piijem dusiku a drasliku(36).

(a) _
ey 0.02 +0.001

0.06 +0.004

: 0.114+0.008
@

(D
0.120 = 0.006
.................... 0.1224+0.010

0.155+0.006 55.662 £2.358

Total: 56.253 +3.009

Obrazek 2: Priklad frakcionace a akumulace prvki v rostlin€. Prevzato z LIANG T, DING S,
SONG W, CHONG Z, ZHANG C, LI H. . 2008, (37).

Pti absorpci REEs kofeny jsou jejich ionty zachytdvany v bunécnych sténach
diky obsaZené celuldoze, hemiceluloze a dalSim pektinovym latkdm s volnymi
karboxylovymi skupinami, které mohou zachytit kationty prvka(37,38).

Jak jiZ bylo zminéno, ve vétSing rostlin vystavenych prvkiim vzacnych zemin
jsou dané prvky uklddany nejvice v kofenovém systému, nasleduji listy a minimum
zustava ve stoncich. Existuji vSak hyperakumulétory, rostliny se schopnosti kumulovat
vysoké mnozstvi obvykle toxickych latek, aniz by zvadly, ukladaji prvky nejvice v

listech, po nich v kofenech a nejméné ve stonku(28).



7 Ochranna funkce rostlinnych pigment

Jak jiz bylo zminéno, naruSeni fotosyntézy produkujici reaktivni kyslikové
radikdly miize mit za nasledek poskozeni rostliny. Ochrannymi pigmenty jsou hlavné
pevné vazany B-karoten. A lutein a pak reverzibilni systémy tii xantofylovych cykli(39).
Jednim z nich je violaxantinovy cyklus, kde se viola xantin pfi pfebytku excitacni energie
z fotosystému II deepoxiduje na anteraxantin a nasledné na zeaxantin, ¢imz snizuje vznik
ROS(40). Je nutné podoktnout, ze diky reverzibilité deepoxidace xantinll je mnozstvi
antreaxantinu a zeaxantinu ve zdravé rostliné oproti violaxanthinu minimalni.(41)
Xantofylovy cyklus se vyskytuje v membran¢ thylakoidu a deepoxidace a zpétna
epoxidace pigmentll je fizena de-epoxiddsovym enzymem, jehoz aktivita zavisi na
svételné intenzité(42).

Karoteny maji schopnost zabranovat tvorbé superoxidovych radikali a
peroxidaci lipidi(19). K jejich aktivaci slouzi snizeni pH v lumen bunky, ke kterému
dochazi hlavné pti oxidaci vody ve fotosystému I1(43). Jejich obsah v rostling se vyrazné
li$i podle druhu. Jsou zodpovédné za Cervené, oranzové a zluté zbarveni listi, kvéta a
plodu rostlin. Vyskytuji se ve vétSiné€ rostlinnych tkani, ale nejvice jsou akumulovany
v zelenych castech rostliny. Enzymy syntetizujici karotenoidy jsou kodované
v bunééném jadru, ale hromadi se primarmé v plastidech(44). Na membrané
prolamelarniho téliska zprosttedkovavaji s prekurzorem chlorofylu pfeménu pii osviceni
plastidu na chloroplast(45). Karoteny déle slouzi jako substraty pro produkci rostlinnych
signalnich hormonti jako je kyselina abiscova a strigolakton. Kyselina abiscova je
zodpovédna na regulaci rostlinné odpovédi na stres suchem, specificky ovliviuje
transpiraci a produkci pfi stresu generovanych latek(46).
je kontrola pfenosu excitacni energie(45). Je spfazen s redukci excitacni energie piimo
z chlorofylu a po piijeti ji méni na méné Skodlivé teplo a sam se transformuje na meso-
zeaxantin(41). Proto pokles hladiny pigmentl violaxanthinu a luteinu poukazuje na
vystaveni rostliny oxida¢nimu stresu(18). Zeaxantin také vznikd navazanim dvou

hydroxylovych skupin na B-karoten(41).



8 Chlorofyl a fotosyntéza

Chlorofyl je pigment zodpovédny za fotosyntézu v rostling. To je d¢j, kdy
rostlina  vyuzivd  fotony  k fotosyntetickému  pienosu elektronli, syntéze
adenosintrifosfatu, zkracené ATP, a fixaci uhliku do tkéni(47). Svételnd energie je
nejprve absorbovana zachytnymi pigmenty a pifevedena do reakcnich center dvou
fotosystému, kde pohani primarni fotochemickou reakci nutnou pro start fotosyntézy(48).

Fotosyntéza v C4 rostlinach, do kterych patii i kukufice, je pozitivni modifikaci
biochemickych déjt fotosyntézy C3 rostlin. Hlavnim zlepSenim tohoto systému je
zkoncentrovani CO; kolem enzymu Rubisco, ¢imz se zvysi efektivita fotorespirace
rostlin. Rostlina je tak schopna tolerovat sucho, vyssi teploty, salinity ptidy nebo jejich
kombinaci(49).

Chlorofyl obsazeny v zelenych castech rostliny se sklad4 z tetra pyrrolového
kruhu uhlikovych a dusikovych atomil, v jehoz stfedu je atom hoiciku. Je uloZeny
v thylakoidovych membranach v chloroplastech. Nejznaméjsi jsou chlorofyly a a b.
Chlorofyl a zachytava hlavné ¢ervenou slozku bilého svétla, vyskytuje se ve vSech svétlo
zachycujicich komplexech a obou reakénich centrech fotosystému 1 a 2. Chlorofyl b se
vyskytuje hlavné v tfasdch a vysSich rostlinach. Asistuje chlorofylu a pii fotosyntéze.
Absorbuje primarn¢ modré zareni svételného spektra(50).

Po ptenosu svételné energie dochazi ve fotosystému II k oxidaci vody na kyslik
a produkci 4 vodikovych iontl. Fotosystém 2 tak slouzi jako elektronovy donor pro cely
fotosynteticky proces. Je s fotosystémem I spojen elektronovymi ptenaseci, jako je
plastocyanin, cytochrom bef komplex a cytochrom ce¢. Pfenosem elektronu méni pomér
protontl na thylakoidové membrané a zména potencialu pak pohéani tvorbu ATP z ADP a
anorganického fosfatu(51).

Fotosystém 1 poté katalyzuje konecnou fazi pienosu elektronli oxidaci
plastocyaninu v thylakoidovém lumenu a redukei ferredoxinu u stromatu chloroplastu.
Ten za pomoci ferredoxin-NADP" oxidoreduktasy generuje NADPH nezbytné pro
redukéni kroky Calvinova cyklu(52).

Calvinlv cyklus, také nazyvan temnostni faze fotosyntézy, je tfinacti krokova
draha transformujici uhlik z anorganické formy oxidu uhli¢itého do organickych
slou€enin nezbytnych pro Zivot rostlin. Katalyzuje jej jedenact enzymil a vyslednymi

latkami jsou cukry, které jsou dale vyuzivany pro biosyntézu Skrobu(53).



9 Enzymy indikujici rostlinny stres

Kromé redukujicich rostlinnych pigmenti pomahaji rostlinam piekonat stres
zpusobeny reaktivnimi kyslikovymi radikaly také redukujici enzymy jako katalasa,
guaciol peroxidasa, superoxid dismutésa, peroxidasa(32). Zvysena hladina téchto
enzymt je velmi dulezity indikator rostlinného stresu a jejich ptipadného
poskozeni(32).

Katalasa ve zkratce CAT je tetramerni enzym obsahujici hem, ktery katalyzuje
velmi rychlou dismutaci peroxidu vodiku na molekularni kyslik a vodu(20). Katalasy
jsou produkované jednak pfi stresu ptisobeném okolim, jako je sucho, zima, vystaveni
vysoké koncentraci soli nebo tézkym koviim, jednak pfii riistu kotfent, listd a stonku
rostliny(54).

Askorbat peroxidasa, kratce APX, je integralni soucasti askorbat-glutationového
cyklu, ktery vyuziva askorbové kyseliny jako redukéniho substratu(20). Podobné jako
CAT redukuje peroxid vodiku na vodu, ale misto tvorby molekularniho kysliku oxiduje
askorbovou kyselinu na monodehydroaskorbat(54).

Glutathion reduktésa neboli GR je flavoproteinova oxidoreduktasa vyuZzivajici
NADPH k redukci oxidované formy glutathionu na aktivni redukovanou(20). Je tedy
nezbytna k udrzeni stalé hladiny glutathionu, kterou rostlina vyuziva k piimé redukci
nadbytku ROS(54).

Superoxid dismutasy, zkracen¢ SOD, jsou enzymy zaloZené na rliznych kovovych
kofaktorech v jejich vazebnych mistech. Jmenovité ve vyssich rostlinach se vyskytuji
ZnSOD a CuSOD, a krom¢ jejich ochranné funkce proti oxidativnimu a
fotooxidativnimu stresu hraji diillezitou roli pti kliceni, kofenéni a vykvétu rostlin(54).
SOD chrani rostlinu tim, ze katalyzuji dismutasu superoxidového radikalu na peroxid
vodiku a molekularni kyslik(55).

Guaiacol peroxidésa je enzym redukujici ROS, konkrétné peroxid vodiku, na vodu
za spotieby substratu guajacolu. Vyskytuje se v bunééném cytosolu, ale na rozdil od
APX neni v rostlinnych organelach. Jeho aktivita se zvySuje u vétSiny stresovych
podminek, jako je sucho vysoka salinita pudy a prudké zvyseni nebo snizeni

teploty(56).
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10 Experimentalni ¢ast

10.1 Seznam pouzitych chemikalii

Hoaglandtv hydroponicky roztok

LaCl3-7H,0, >98%, VWR Chemicals, CAS: 10025-84-0

CeCl3-7H20, VEB Laborchemie Apolda

ErCl3-6H,0, >99,9%, Sigma-Aldrich, CAS: 10025-75-9

HClOs4, 68%, Lach:ner, CAS: 7601-006-00-4

HNOs3, 65%, Lach:ner, CAS: 7697-37-2

EDTA, 99,7%, Sigma-Aldrich

KoHPO4, Penta, CAS: 7758-11-4

KH;POs4, Penta, CAS: 7778-77-0

Polyvinylpyrrolidon K 30, Carl Roth GmbH,

H>02, 30%, Sigma-Aldrich, CAS: 7722-84-1

ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) diamoniova sl),
>98%, Sigma-Aldrich, CAS: 30931-67-0

Guaiacol, Sigma-Aldrich, CAS: 90-05-1

L-Glutathion, >98%, Sigma-Aldrich, CAS: 70-18-8

CNDB (1-chloro-2,4-dinitrobenzen), >97%, Sigma-Aldrich, CAS: 097-00-7

10.2 Kultivace rostlin a méreni fluorescence

Do plastovych kvétinact naplnénych navlhéenym perlitem byl vysazen na sucho
tolerantni a senzitivni mutant kukufice, oba po 80 semenech. Rostliny byly ponechany
klic¢it a riist po dobu sedmi tydntli a poté zality Hoaglandovym roztokem. Po tydnu byly
rozdéleny do skupin po 6 rostlinach a byla zméfena jejich fotosyntéza pted plisobenim
prvki a sucha.

Suchu rezistentni a senzitivni typy kukufice byly rozdéleny na skupiny vystavené
chloridu ceritému, chloridu lanthanitému, chloridu erbitému a kontrolu. Tyto c¢asti
obsahovaly dvé nadoby, kazdou se zminénymi Sesti vyhonky kukufice. Z téchto nadob
byly ty oznafené lichym c&islem nejprve zalily Hoaglandovym médiem s piimési
patiicného prvku vzacnych zemin o koncentraci 0,8 mmol/L o objemu 200 mL a po dvou

tydnech byl objem navysen na 400 mL. Rostliny se sudym ¢islem byly zalévany 1 v tydnu,
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kdy sudé¢ ne, a aby nedoslo k nesrovnatelné¢ akumulaci, byl v tomto tydnu pouzit Cisty
Hoaglandlv roztok. Tieti tyden nebyla suchem trapenym rostlindm dodéna vlaha, jelikoz
v naddobach stale zbyval dostatek roztoku.

Kazdy tyden pred zalitim kukufic byly méfeny fluorescencenéni parametry
chlorofylu v listech, kdy byly rostliny nejprve umistény do mistnosti bez ptistupu svétla

a po tiiceti minutach byly postupné zméteny pomoci FluorPen 100.

10.3 Sklizeni a pFiprava vzorkt pro analyzu

Jednotlivé rostliny byly vyjmuty z kvétinacua s perlitem a jejich kofeny ocistény od
jeho poziistatkii a pomoci 0,1M roztoku EDTA byly odstranény REEs na jejich povrchu.
Kukufice byly nasledné rozdéleny na koteny, stonek a listy a jednotlivé zvdzeny. Kofeny
a listy byly rozdéleny na ¢ast pro lyofilizaci a ¢ast pro enzymovou analyzu. Vzorky stonkl
byly pouze lyofilizované, jelikoz byly uréeny pouze pro ICP analyzu. Lyofilizované
vzorky listd byly dale rozd€leny pro stanoveni pigmentti pomoci HPLC a pro ICP

spektrometrii.

10.4 Mineralizace a ICP spektrometrie

Vzorky listd, stonki a kofenli byly vSechny analogicky zpracovany. Navéazka vzorku
o maximalni hmotnosti 0,25 g byla pievedena do mineralizacni zkumavky a zalita 5 mL
mineralizacni smési skladajici se z HNO3z a HCIO4 v poméru 7:1. Vzorek byl druhy den
vlozen do ochranného keramického obalu se zatkou a mineralizovan. Po vychladnuti
zkumavky byl roztok kvantitativné pfeveden do 15mL zkumavky s vickem a doplnén na
10 mL demineralizovanou vodou. Nasledné byl vzorek prefiltrovan pomoci filtru PTFE
0,45 um a desetkrat natedén. Takto pfipravené vzorky byly zmétené na ICP spektrometru.
Nameétené hodnoty byly nasledné zpracované pomoci Microsoft Excel. Vysledkem

analyzy bylo stanovené mnoZstvi akumulovanych prvkl v ¢astech rostliny.

10.5 Priprava vzorku pro HPLC

Navazka méné Zilnatych ¢asti listu kukufice s maximalni hmotnosti 6 mg byla
nejprve homogenizovana v tfeci misce s acetonem. Byla pomoci 1 mL acetonu
kvantitativné pfevedena do 1,5 mL mikrozkumavky a odstfedéna v centrifuze pti 9000xg
po dobu 5 minut. Supernatant byl pomoci automatické pipety preveden do vialky a
vysuSen proudem dusiku. Vialka se vzorkem byla poté uzaviena vickem se septem a

uloZena pii teploté —80 °C.
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Vzorky byly pied analyzou rozpustény ve 200 pL a analyzované pomoci HPLC-RP
na kolon¢ Watrex Nucleosil 120-5-C18 s UV/VIS detekci na Sapire detektoru pii vinové
délce 445 nm. Analyza probihala po dobu 25 min s prutokem 1 mL/min. Gradient mobilni
faze mezi smési acetonitril/methanol/voda v poméru 80:12:10 a smési
methanol/ethylacetatu v poméru 95:5 byl ménén mezi 2. a 6. minutou analyzy. Naméiené

hodnoty byly zpracovany pomoci programu Clarity a porovnany se standardy pigment.

10.6 Stanoveni ROS protektivnhich enzymu

10.6.1 Extrakce z rostlinného materialu
Vzorky listl a kofenll byly nejprve navazeny do 2ml mikrozkumavek s inertnimi

drticimi kuli¢kami tak, aby se jejich hmotnost pohybovala kolem 150 mg. Poté byly
homogenizovany na mlynu pii 6000rct ve dvou cyklech po 20 s. Nasledné byl pfidan
extrak¢ni pufr v mililitrovém desetinasobku navazky v gramech. Smés byla promichana
a ponechana 20 min extrahovat. Po uplynuti doby extrakce byly vzorky znovu
protiepany na mlynu a stoeny na centrifuze pii 14000 g po dobu 20 min pii 4 °C.

Takto ptipraveny supernatant byl rozdélen do alikvotii o 0,3 ml.

10.6.2 Stanoveni Katalasy
Na 96jamkovou desticku pro spektrofotometrii v UV oblasti bylo pipetovano

10 pl proteinového extraktu a 140 pl reakéni smési stavajici ze 7,9 ml H20O, 2 ml 50 mM
K-P pufru a 102,15 pl 0,1M H>0,. Kinetické méfeni bylo provedeno ihned v 16 cyklech
po 20 vtetinach pti 240 nm za teploty 25 °C.

10.6.3 Stanoveni Guaiacol peroxidasy
Na 96jamkovou desticku pro spektrofotometrii ve VIS oblasti bylo pipetovano 10

ul proteinového extraktu a 190 pl reakéni smési stavajici ze, 27 ml 50 mM K-P pufru,

600 ul 3,4 mM Guajakolu a 600 pl 9 mM H0s. Kinetické méfeni bylo provedeno ihned
v 16 cyklech po 20 vtefinach pti 420 nm za teploty 25 °C.

10.6.4 Stanoveni Askorbat peroxidasy
Na 96jamkovou desticku pro spektrofotometrii v UV oblasti bylo pipetovano 20

ul proteinového extraktu a 144 pl 50 mM K-P pufru, 18 pl 6 mM roztoku L-askorbové
kyseliny v 50 mM K-P pufrua 18 pl 2 mM H20s. Kinetické méteni bylo provedeno ihned
v 16 cyklech po 20 vtefinach pti 290 nm za teploty 25 °C.
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10.6.5 Stanoveni peroxidasy s ABTS
Na 96jamkovou desticku pro spektrofotometrii ve VIS oblasti bylo pipetovano

10 pl proteinového extraktu a 190ul reakéni smési stavajici ze 27 ml 50 mM K-P pufru,
540 pl 100 mM roztoku ABTS v 50 mM K-P pufru a 570 pl 4,5 mM H0s. Kinetické

méteni bylo provedeno ihned v 16 cyklech po 20 vtefinach pii 414 nm za teploty 25 °C.

10.6.6 Stanoveni Glutathion-S-transferasy
Na 96jamkovou desticku pro spektrofotometrii v UV oblasti bylo pipetovano 40 pl

proteinového extraktu a 150 pl reakéni smési stavajici se z 23,7 ml 100 mM K-P pufru,
500 ul GSH o koncentraci 18,45 mg/ml a 1 ml CNDB 6,1 mg/ml etanolového roztoku.

Kinetické méfeni bylo provedeno ihned v 16 cyklech po 20 vtefinach pti 345 nm za

teploty 25 °C
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11 Vysledky a diskuse

11.1 Vzrust rostlin
Pti sklizeni byla kukufice zvdzena a rozdélena na koteny, listy a stonky. Jejich

hmotnosti je mozné vidét v grafech 1 az 4.

Hmotnosti celkové Cerstviny
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Graf 1: Hmotnosti celkové Cerstviny ziskané pfi sklizni rostlin. Skupiny oznacené Z byly pravidelné zalévany a
skupiny N byly periodicky vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy
prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Z porovnani celkové biomasy pravidelné zalévanych skupin vyplyva, Ze jak u
mutantl senzitivnich na sucho, tak u tolerantnich doslo pii vystaveni prvkiim vzacnych
zemin k snizenému riistu, pficemz nejméne ovlivitoval rostliny cer, poté erbium a nejvetsi
pokles byl u lanthanu. Kukufice s vyssi toleranci na sucho pii osetfeni REEs zakrnély
vice nez ty senzitivni.

U nepravidelné zalévanych skupin nebyl rozdil oproti kontrole tak vyrazny, coz

je mozné piisoudit mensi absorpci prvkil a snizeni jejich negativniho ucinku.
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Hmotnosti list Cerstviny
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Graf 2: Hmotnosti listi Cerstviny ziskané pii sklizni rostlin. Skupiny oznacené Z byly pravidelné zalévany a skupiny
N byly periodicky vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek
jehoz chlorid byl pouzit.

Podobné jako u celkové hmotnosti rostlin, je mozné v grafu 2 vidét pokles vahy
listdh pravidelné zalévanych rostlin vystavenych REEs, a naopak méné vyraznou zménu u
jedinct s nepravidelnym piisunem vldhy. U rostlin obou mutaci pfi vystaveni ceru doslo
k mirnému zvySeni hmotnosti oproti kontrole. Pravidelné zalévané rostliny zdanlivé
nejlépe reagovaly na chlorid cerity, hlife na chlorid erbity a nejvice se hmotnost jejich

listdh snizila pii pfidavku chloridu lantanitého. U suchem stresovanych rostli byl rozdil

hmotnosti mén¢ vyrazny.
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Hmotnosti koren( Cerstviny
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Graf 3: Hmotnosti kofenti Cerstviny ziskané pfi sklizni rostlin. Skupiny oznacené Z byly pravidelné zalévany a
skupiny N byly periodicky vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy
prvek jehoz chlorid byl pouzit.

U hmotnosti kofenii zobrazenych v grafu 3, je mozné vidét rozdil hmotnosti
kofentl senzitivnich rostlin oproti tolerantnim. U obou typtli lanthanu vystavenych rostlin
je opét mozné pozorovat snizeny rist. Na sucho tolerantni rostliny oproti ocekavani mély
niz8§i hmotnost, coz je op€t mozné vysvétlit vyssi citlivosti mutanta kukufice na prvky
vzéacnych zemin, jelikoZ jsou jim kofeny vystavené nejvice. U erbiu vystavenych na sucho

senzitivnich rostlin naopak doslo k mirnému zvySeni hmotnosti.
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Hmotnosti stonk( cerstviny
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Graf 4:Hmotnosti kofenti erstviny ziskané pfi sklizni rostlin. Skupiny oznacené Z byly pravidelné zalévany a
skupiny N byly periodicky vystavovany suchu. K znaéi kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy
prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Hmotnosti stonkil je mozné vidét v grafu 4 a pii nepravidelném piisunu vldhy
vykazovaly oba mutanty snizenou hmotnost. Stonky i1 kofeny pravidelné zalévanych

rostlin nabyly v pribéhu experimentu vétsi hmotnosti nez suchem stresované rostliny.

11.2 Akumulace prvkia v ¢astech rostliny
V grafu 5 a 6 je mozné najit porovnani akumulace REEs sledovanych rostlin
v kofenech a listech. Akumulace prvkii vzacnych zemin v stonkové casti byla

zanedbatelna.
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Akumulace REEs v korenech
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Graf 5: Koncentrace akumulovanych prvki vzacnych zemin v kofenech. Skupiny oznacené Z byly pravidelné
zalévany a skupiny N byly periodicky vystavovany suchu. K znaéi kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znac¢ky pro
jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Z grafu 5 vyplyva, Ze na sucho tolerantni rostliny akumuluji méné REEs nez
senzitivni. Bylo zji§téno vyrazné vyss$i mnoZstvi prvkll v zalévanych rostlindch oproti
nezalévanym, a to u senzitivnich i tolerantnich typt kukufice. Nejméné se u pravidelné
zalévanych sucho tolerantnich kukufic akumuluje cer, poté lanthan a nejvice erbium. Pfi
stresu suchem je nejvice akumulovany lanthan. Snizenou akumulaci Ce oproti Er a La je
mozné vysvétlit veétsi afinitou k reakci s hydroxidy manganu anebo Zeleza, coZz mize
zpisobit nizsi dostupnost prvku pro ptijem do rostliny(57).

U pravidelné zavlazovanych na sucho citlivych kukufic byl také v kofenech
nejvice akumulovany lanthan, nasledovalo erbium a nejméné opét cer. Pfi nedostatku

vlahy byla akumulace lanthanu naopak mensi nez erbia.
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Akumulace REEs v listech
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Graf 6: Koncentrace akumulovanych prvki vzacnych zemin v listech. Skupiny oznacené Z byly pravidelné zalévany a
skupiny N byly periodicky vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy
prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Do listt kukutice bylo akumulovano az o dva fady mensi mnozstvi REEs, jak je
mozné vidét v grafu 6. Stejné jako u kofent, byla akumulace vyssi u senzitivnich rostlin.
U sucho tolerujicich mutanth byla zji$téna vétsi akumulace prvkl vzacnych zemin vys$si
v nepravideln¢ zalévanych rostlinach nez v tydné€ zalévanych. Ulozeni prvka bylo u

senzitivnich rostlin stejné, kromé jedincti vystavenych ceru, ktefi akumulovali vice pfti

dostatku vlahy.

11.3 Analyza enzymu

Aktivita enzymu byla stanovena v kofenech a listech. U vSech stanoveni byla
aktivita enzymi v kotfenech az o n€kolik fadl vyssi nez v listech, coz je mozné vysvétlit
nizsi akumulaci prvk.

Stanoveni aktivity peroxidasy na ABTS substrat v kofenech a listech, je
vyobrazené v grafu 7 a 8. U obou mutanti rostlin vystavenych ceru aktivita pii nedostatku

vldhy mirn€ vzrostla, u erbia a lanthanu naopak poklesla.
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Aktivita ABTS peroxidasy v kofenech
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Graf 7:Aktivita ABTS peroxidasy v kofenech kukufice. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky
vystavovany suchu. K znaéi kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky i pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl
pouZzit.

Ve vzorcich listi byla stanovena aktivita peroxidasy u senzitivnich rostlin
vystavenych Ce a La a suchu vyssi nez u zalévanych, ale u tolerantnich rostlin tomu bylo
naopak. Na sucho senzitivni 1 tolerantni rostliny vystavené Er pfi vystaveni stresu
z nedostatku vody vykazovaly zvySenou aktivitu oproti pravidelné¢ zalévané skupiné.

Tato skupina vykazuje oproti kontrole také nejvyssi snizeni aktivity.
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Aktivita ABTS peroxidasy v listech
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Graf 8: Aktivita ABTS peroxidasy v listech kukufice. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky
vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl
pouZzit.

Aktivita (U/mg)
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Aktivita katalasy v kotenech, kterd je vyobrazena v grafu 9, je pii vystaveni
suchu u obou typt rostlin zvySena. Nejvyssi aktivita u sucho senzitivnich rostlin byla
stanovena u suchem stresované skupiny vystavené CeCls, nasledovalo erbium a poté
lanthan. U pravideln¢ zalévanych rostlin byla aktivita enzymu u skupiny s Ce nejnizsi a
La a Er tém¢f stejné. U tolerantnich rostlin vystavenych suchu byla aktivita katalasy opét
nejvyssi u skupiny ceru nasledoval lanthan a poté az erbium. U zalévanych tolerantnich
mutantd byla opét aktivita katalasy nejvyssi u ceru vystavenych rostlin nésledovalo

erbium a nejmensi aktivita byla stanovena u lanthanu.
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Aktivita Katalasy v kofenech
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Graf 9: Aktivita katalasy v kofenech. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky vystavovany suchu.
K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouZit.

Aktivita katalasy v listech, kterou lze nalézt v grafu 10, byla oproti kofenim

minimalni.
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Graf 10: Aktivita katalasy v listech. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky vystavovany suchu.
K zna¢i kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Aktivita askorbat peroxidasy v kotenech je zobrazena v grafu 11. U senzitivnich

mutantli byla u vSech zalévanych skupin vyssi nez u nezalévanych. U tolerantnich rostlin
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tomu bylo naopak. U skupin vystavenych Erbiu byla aktivita peroxidasy v senzitivnich

(4

rostlinach nasobné vyssi nez u tolerantnich.

Aktivita APX v korenech
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Graf 11: Aktivita askorbat peroxidasy v kotfenech. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky
vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl
pouzit.
Aktivita askorbat peroxidasy v listech je viditelna v grafu 12. U vSech skupin
byla aktivita zvySend u nezalévanych rostlin oproti zalévanym, coZ poukazuje na

pusobeni stresu sucha na rostliny.
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Aktivita APX v listech
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Graf 12:Aktivita askorbat peroxidasy v listech. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky vystavovany
suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Aktivitu guaiacol peroxidasy je mozné nalézt ve grafu 13. U senzitivnich rostlin
vystavenych ceru a erbiu aktivita pfi stresu suchem stoupla, naopak pii vystaveni lanthanu
klesla. U tolerantnich rostlin byl rozdil mezi pravidelné¢ a nepravidelné zalévanymi

skupinami minimalni.
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Graf 13: Aktivita guaiacol peroxidasy v kofenech. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky

vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl
pouzit.
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Aktivita guaiacol peroxidasy v listech je zobrazena v grafu 14 a oproti aktivité

v kofenech je minimalni.
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Graf 14: Aktivita guaiacol peroxidasy v listech. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky vystavovany
suchu. K znaéi kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Aktivita glutathion-S-transferasy je zobrazena v grafu 15. U senzitivnich rostlin
vstavenych ceru aktivita pii stresu z nedostatku vladhy klesla, naopak u rostlin
vystavenych erbiu a lanthanu stoupla. U tolerantnich rostlin vystavenych ceru a lanthanu

naopak pfi stresu suchem aktivita vzrostla a u erbia klesla.
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Aktivita GST v korenech
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Graf 15: Aktivita glutathion-S-transferasy v kofenech. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky
vystavovany suchu. K zna¢i kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Aktivita glutathion-S-transferasy v listech, kterou lze nalézt v grafu 16, byla
kromé& skupiny vystavené suchu a erbiu nizsi nez kontroly. Coz poukazuje na zvyseny

oxidativni stres v rostling.
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Graf 16: Aktivita glutathion-S-transferasy v listech. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky

vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl
pouzit.
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11.4 Analyza pigmentt ve vzorcich lista

Obsah xanthinl je mozné nalézt pro sucho senzitivni rostliny v grafu 17 a pro
tolerantni v grafu 18. U senzitivnich rostlin byla zjiSténa vyssi hladina violaxanthinu
ve skupindch vystavenych REEs nez v kontrole, a to u zalévanych i nezalévanych rostlin.

U skupin vystavenych LaCl; a CeCls byla hladina violaxanthinu vyssi nez u
ErCls. Oproti violaxanthinu bylo mnozstvi antreaxantinu a zeaxantinu velmi nizké U
nezalévanych skupin je mozné pozorovat pokles hladiny zeaxanthinu a zvyseni ostatnich
sledovanych xanthinti, cozZ poukazuje na efekt stresu rostliny vyvolany suchem. Nejvyssi
mnozstvi violaxanthinu bylo zjiSténo u rostlin vystavenych lanthanu, méné pak u skupin

ceru a nejméné pak u erbiem zalévané rostliny.

Obsah xanthint v SEN
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Graf 17:0Obsah violatoxantinu, anthraxantinu a zeaxantinu v listech na sucho senzitivnich rostlin. Z byly pravidelné
zalévany a skupiny N byly periodicky vystavovany suchu. K znaéi kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znac¢ky pro
jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.

U sucho tolerantnich rostlin byl opét violaxanthin zvySeny u vSech skupin oproti
kontrole. Antheraxanthin a zeaxanthin byly také zvySené u nezalévanych skupin. U
tolerantnich rostlin bylo mnoZstvi violaxanthinu nejmensi u lanthanu vystavenych rostlin,

a to bez ohledu na stres suchem.
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Obsah xanthin v TOL
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Graf 18: Obsah violaxantinu, anthreaxantinu a zeaxantinu v listech sucho tolerantnich rostlin. Z byly pravidelng
zalévany a skupiny N byly periodicky vystavovany suchu. K znac¢i kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro

jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.

Jak je mozné vidét na grafu 19, se snizenou davkou vody klesla i hladina
betakarotenu. Oproti kontrolam byl pokles u suchem stresovanych rostlin vystavenych
prvkiim vzacnych zemin mensi. U senzitivnich rostlin vystavenych prvkim hladina -
karotenu oproti kontrolam klesla, a to jak u pravidelné, tak i nepravidelné zalévanych

kukutic. Nejvyrazng€jsi byl pokles u skupiny s LaCls.
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Obsah B-karotenu
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Graf 19: Obsah beta-karotenu v sucho tolerantnich a senzitivnich rostlinach. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N
byly periodicky vystavovany suchu. K zna¢i kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz
chlorid byl pouzit.

Obsah luteinu zobrazeny v grafu 20 se snizenym piisunem vody také klesa. U
zalévanych rostlin je hladina pigmentu oproti kontrole niZsi pti vstaveni REEs. U sucho
senzitivnich rostlin je tento efekt nejvyraznéjsi. Mnozstvi luteinu v tolerantnich rostlinach
je sice oproti kontrolam nizsi, ale pokles mezi pravidelné zalévanymi a suchem
stresovanymi rostlinami je pfi srovnani s rozdilem mezi senzitivnimi skupinami

minimalni.
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Obsah luteinu
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Graf 20: Obsah luteinu v sucho tolerantnich a senzitivnich rostlinach. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly
periodicky vystavovany suchu. K znac¢i kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz

chlorid byl pouzit.
Stupen deepoxidace xanthinl v rostlin€ je mozné najit v grafu 21. Ve vzorcich

suchem stresovanych rostlin byl zjiStén vyssi stupent deepoxidace oproti nestresovanym

rostlinam.
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Graf 21:Stupen deepoxidace xanthinti v rostlinach. Z byly pravidelné zalévany a skupiny N byly periodicky

vystavovany suchu. K znaci kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl
pouzit.
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Pomér chlorofylu a/b u kontrol je vyobrazeny v grafu 22. U kontrol byl pomér
zvySeny u tolerantnich rostlin bez zavislosti na stresu suchem. U senzitivnich rostlin
vystavenych REEs dochazi pfi nedostatku vldhy ke snizeni poméru. Ke snizeni u
tolerantnich rostlin dochazi i u vystaveni ceru, avSak pfi vystaveni erbiu a lanthanu pomér

mirn€ vzrasta.
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Graf 22: Pomér chlorofylti a/b v rostlinach. Z byly pravideln¢ zalévany a skupiny N byly periodicky vystavovany
suchu. K znaéi kontrolni skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.

11.5 Méfeni fluorescence

V grafu 23 je vyobrazena kvantova efektivita fotosystému II v sucho
tolerantnich rostlinach. Hodnoty ziskané pfi prvnim méfeni v tydnu 0 dosahuji vyrazné
niz8ich hodnot nezli v dalSich tydnech, coz bylo pravdépodobné zplisobeno vyschnutim
perlitu pred datem meéfeni. U pravidelné zalévanych skupin je fluktuace hodnot
minimalni. U skupin stresovanych suchem a jen u méteni ve 4. tydnu jsou hodnoty nizsi.
To je zplisobeno zvySenym stresem z nedostatku vlahy, jelikoz ve 3. tydnu nebyly tyto
rostliny zality. V dalSich tydnech neni rozdil vyrazné viditelny oproti zalévanym
skupindm a kontrole. Schopnost pievadét svételnou energii do PSII v tolerantnich

rostlinéch stress suchem a roztoky prvkl vzacnych zemin vyrazné neovlivnily.
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Kvantova efektivita PSIl sucho tolerantnich rostlin
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Graf 23: Kvantova efektivita fotosystému II sucho tolerantnich rostlin métena v pribéhu péti tydni. K znaéi kontrolni
skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoZz chlorid byl pouzit.

V grafu 24 je mozné vidét kvantovou vytéznost ve fotosystému II v sucho
senzitivnich mutantech kukuftice. Vytéznost ve vSech skupinach poklesla v prvnim tydnu,
coz poukazuje na stres z limitovaného ptidavku vlahy. Nartst hodnot v dalSich tydnech
je mozné vysvétlit adaptaci rostliny na stresové podminky. Oproti kontrole byly hodnoty
Fv/Fm snizené pouze u skupin vystavenych LaClz. Obdobné jako u tolerantnich rostlin

neni pokles hodnot rostlin vystavenych REEs a stresu suchem pfili§ vyrazny.
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Kvantova efektivita PSII sucho senzitivnich rostlin
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Graf 24: Kvantova efektivita fotosystému II sucho tolerantnich rostlin méfena v pribéhu péti tydnti. K znaéi kontrolni
skupiny a Ce, La a Er jsou znacky pro jednotlivy prvek jehoz chlorid byl pouzit.
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Zaveér

Sklizena biomasa kukufic prokazala, ze byly rostliny podrobeny stresu suchem,
jelikoz pravidelné zalévané rostliny nabyly vétsi hodnoty nez jejich protéjsky se
snizenym piistupem k Hoaglandové médiu. Zaroven koncentrace REEs v zivném médiu
o koncentraci 0,8 mM je nejpravdépodobnéjsi pfic¢ina poklesu hmotnosti biomasy oproti
kontrolam, jelikoz pti pfesahu vysSich koncentraci téchto prvkli mohou ptisobit na
rostlinny systém toxicky

Akumulace prvkid vzacnych zemin v rostlindch byla az desetinasobné
v kofenech oproti listim. Ve stoncich byla akumulace REEs zanedbatelna. U zalévanych
skupin byla akumulace témét dvojnasobnd oproti rostlinam stresovanym suchem.
V kotenech byl nejméné¢ akumulovany cer, coz bylo pravdépodobné zptisobeno snizenou
dostupnosti prvku pro piijem do rostliny.

Aktivita enzymu v rostlinach byla v kofenech desetkrat az tisickrat vétsi nezli ve
vzorcich listl, coz poukazuje na sniZzenou antioxidaéni aktivitu enzym v listové ¢asti.

Stanoveni pigmentd v listech pravidelné zalévanych skupin ukazalo, ze
mnozstvi violaxantinu je vyrazné vétsi nezli anthreaxantinu a zeaxantinu, coz poukazuje
na relativné niz$i stupeil oxidativniho stresu nezli u suchem stresovanych rostlin, u
kterych byla 1 pfes vysokou hodnotu violaxanthinu mirné¢ zvySena hodnota
deepoxidovanych forem pigmentu. Stupen deepoxidace byl vyssi u senzitivnich neZli u
tolerantnich. B-karoten a lutein také potvrzuji navozeni stanovitelného oxidativniho
stresu prave svou sniZzenou hladinou ve skupinéch se snizenym ptisunem vodniho média.
Pomér chlorofylu a/b poklesl u sucho senzitivnich rostlin vystavenych suchu. U
tolerantnich mutanti oproti kontrolam pomeér klesl u skupin s pfidavkem ceru, a naopak
vzrostl u skupin s lanthanem a erbiem.

Méfeni kvantového vytézku svételnych elektront pfevadénych do
fotosystému II neprokazalo vyraznéjsi snizeni této schopnosti pti pfidani REEs slou¢enin
do média. Stres suchem v tydnu 3 az 4 je mozné pozorovat, ale neni pfili§ vyrazny.

Tato prace potvrzuje vetsi akumulaci REEs v kofenech nezli v nadzemnich

¢astech rostlin a jejich neptiznivy efekt na rostliny pii dosazeni vyssi koncentrace.
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