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Abstrakt

Arsen i kadmium jsou neesencialni, vysoce toxicke, karcinogenni prvky, které se v prostiedi Casto
vyskytuji soucasné. Vzhledem k Casté kontaminaci prostiedi obéma prvky je nezbytné zkoumat nejen
strategie rostlin pro nakladani s jednim (polo)kovem, ale i mechanismy, které vedou k toleranci ¢i
naopak citlivosti v pfitomnosti obou prvkii. Soucasna expozice vice toxickym prvkim muize vést k
vétsimu poskozeni rostlin, ale mlze mit také za nasledek nasazeni vétSiho mnozstvi a intenzity
obrannych strategii. Zasadnim problémem je kontaminace potravniho fetézce skrze plodiny rostouci na
kontaminovanych pidach, coz v dusledku predstavuje riziko pro zdravi lidi i zvifat. Cilem vyzkumu
v tomto sméru je akumulaci a translokaci do nadzemnich casti co nejvice omezit, napiiklad pomoci
porozuméni mechanismiim stojicim za akumulaci a translokaci tézkych kovil, nebo stabilizaci toxickych
prvkd v ptidé, nebo vycisténim kontaminované ptidy. Jednou z metod ¢isténi pad je fytoremediace, ve
které jsou vétSinou naopak vyuzivany rostliny s vysokou toleranci viici toxickym prvkiim, nazyvané
hyperakumulétory. Znalosti o ovlivnéni obrannych strategii a mechanisma vlivem interakce vice prvki
jsou dulezité pro identifikaci rostlinnych druht schopnych aktivovat tyto obranné mechanismy, které
mohou byt pouzity pro fytoremediaci na mistech znecisténych vice prvky zaroven. Cilem této bakalarské
prace je shrnout dostupné informace pojednavajici o reakcich rostlin na souc¢asnou expozici As a Cd,
porovnat je s jednotlivou expozici témto prvkiim a pokud mozno nastinit mozné mechanismy, stojici za

toleranci ¢i naopak citlivosti studovanych rostlin.

Klicova slova
Akumulace, Arsen, Detoxifikace, Fytochelatiny, Kadmium, Koexpozice, Oxidativni stres, T¢zké kovy,

Translokace



Abstract

Arsenic and cadmium are both non-essential, highly toxic and carcinogenic elements that often occur
together in the environment. Given the frequent co-contamination of the environment, it is necessary to
investigate both plant strategies for dealing with one metal(loid) and the mechanisms that lead to
tolerance or, conversely, sensitivity in the presence of both elements. Simultaneous exposure to multiple
toxic elements may lead to extensive plant damage, however it may also result in the increasing
engagement and intensity of defence strategies. Contamination of the food chain through crops growing
on contaminated soils is a major concern, one that poses a risk to both human and animal lives. The aim
of this research field is to reduce accumulation and translocation to aboveground edible parts as much
as possible, for example by understanding the mechanisms behind heavy metal accumulation and
translocation, or by stabilising toxic elements in the soil, or by cleaning up contaminated soil. One
method of clean-up is phytoremediation, which usually utilizes plants with high tolerance to toxic
elements, called hyperaccumulators. The knowledge of how defence strategies and mechanisms are
affected by the interaction of multiple elements is important for identifying plant species capable of
activating these defence mechanisms, which can be used for phytoremediation at sites contaminated by
multiple elements simultaneously. The aim of this bachelor thesis is to summarize the available
information about plant responses to simultaneous exposure to As and Cd, to compare them with single
exposure to these elements and, if possible, to outline the mechanisms behind the tolerance or sensitivity

of the plants investigated.
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Seznam zkratek

Arsen a kadmium

As —arsen

Cd — kadmium

As'™! — arsenitan

AsY — arseni¢nan

MMA — monomethylarsonous acid
DMA — dimethylarsinous acid
TMAO — trimethylarsine oxide

Organizace

ATSDR — Agency for Toxic Substances and Disease Registry
EFSA — European Food Safety Authority

IARC — International Agency for Research on Cancer

WHO — World Health Organization

Transportéry

ABCC — ATP-Binding Cassette subfamily C
ACR3 — Arsenic Compounds Resistance 3
CAX — Ca®" Exchangers

HMA — Heavy Metal ATPases

IRT — Zelezem regulované transportéry

NIP — Nodulin 26-like Intrinsic Protein
NRAMP — Natural Resistance-Associated Macrophage Protein
Pht — Fosfatovy Transportér

YSL — Yellow Stripe Like

ZIP — ZRT a IRT proteiny

ZRT — zinkem regulované transportéry

Detoxifikace

GSH — glutathion

GSSH - oxidovany glutathion
PC — fytochelatiny

PCS — fytochelatinsyntaza
APX — askorbatperoxidaza
AsA — kyselina askorbova
CAT — katalaza

GPX — glutathionperoxidaza
GR — glutathionreduktaza
HACI1 — High Arsenic Content 1
POD - peroxidaza

SOD - superoxiddismutaza

Ostatni

ATP — adenosintrifosfat
ROS - reaktivni formy kysliku
RuBisCO — ribuléza-1,5-bisfosfat karboxylaza oxygenaza



1 UvVOD
Kontaminace prostiedi tézkymi kovy a polokovy, mezi néz patfi kadmium a arsen, je velkym problémem
soucCasnosti. Arsen a kadmium se do pidy mohou dostavat pfirozené skrze geologické procesy,

zasadn€j$i je vSak kontaminace pidy lidskou cinnosti, naptiklad skrze pesticidy, herbicidy ¢i

metalurgicky primysl.

Plodiny rostouci na kontaminovanych ptdach maji nizs$i vynosy a mohou skrze akumulaci toxickych
prvka ptfedstavovat znacné riziko pro zdravi lidi i zvifat. Ukdzkovym ptikladem je ryze, ktera je
kritickou slozkou jidelni¢ku pro vice nez polovinu svétové populace, ale je také jednou ze vstupnich
bran pro arsen a kadmium do potravniho fetézce. Podle Evropského uradu pro potravinovou bezpecnost
jsou vyznamnym zdrojem arsenu a kadmia v potrave i dalsi obilniny a mimo n¢ také zelenina, specialné
arsen se v nékterych oblastech svéta vyskytuje ve vétsim mnozstvi i v pitné vode (EFSA, 2009a; EFSA,
2009b). Porozuméni mechanismiim detoxifikace a translokace miZze napiiklad umoznit vybeér
vhodnéjsich kultivard zemédélskych plodin, coz je klicové nejen pro zajisténi dostateénych vynost pii
stale se zvétSujici poptavce souvisejici s naristem populace, ale také pro omezeni kontaminace

potravniho fetézce.

Specialni skupinou rostlin jsou hyperakumulatory, které se hojné vyuzivaji ve fytoremediaci, coz je
metoda ¢isténi ptid pomoci rostlin. Na stanovistich znecisténych vice prvky je tfeba pocitat s interakcemi
téchto prvki. Rostlina, ktera je vhodna pro fytoremediace arsenu, mize v pfitomnosti kadmia reagovat
odlisné a naopak, proto je =zapotiebi zkoumat mechanismy tolerance a toxicity také

u hyperakumulujicich rostlin.

V mé bakalaiské praci nejprve predstavim obecnou toxicitu tézkych kovu a definuji dulezité pojmy.
Dalsi kapitoly nastinuji mechanismy toxicity arsenu a kadmia a reakce rostlin pti samostatné expozici
témto prvkim. Jadrem celé prace je kapitola Viiv koexpozice arsenu a kadmia na rostliny, v niZ se
snazim shrnout dostupné informace na toto téma a tam, kde je to mozné, ptedstavit i zapojené
mechanismy. V této kapitole jsem se snazila o logickou posloupnost, nejprve tedy popisuji vliv
koexpozice na akumulaci prvku a jejich naslednou translokaci po rostliné. Kdyz se tézky kov dostane
do rostliny, za¢ne se skrze riizna poskozeni projevovat toxicita. Aby rostlina této toxicit¢ zabranila,

muze aktivovat detoxifikacni mechanismy, o nichz pojednava zavére¢na ¢ast kapitoly.



2 TEZKE KOVY

Termin ,,té¢zké kovy* je v literatufe definovan nékolika zptisoby. Jednim z piistupt je definovat tézké
kovy na zdklad& hustoty, riizni autofi vSak uréuji hranici pro t&zky kov odli§n& (v rozmezi 3,5-7 g/cm?)
a neda se Tict, Ze by panovala obecna shoda. Dal§i moznosti je definovat tézké kovy podle protonového
Cisla, ani zde se vSak autofi neshodnou, ktera hodnota by méla byt hrani¢ni (Duffus, 2002). V biologii
je tento termin obvykle vyuzivany ve vztahu ke kovim a polokovim, které jsou spojovany
se znecisténim a toxicitou, ale zahrnuje i n€které prvky, které jsou v nizkych koncentracich nezbytnymi
zivinami (Gratdo et al., 2005). Mezi tézké kovy jsou fazeny napt. kadmium (Cd), olovo (Pb), chrom (Cr)
¢irtut’ (Hg), z esencidlnich prvka Zelezo (Fe), méd’ (Cu), kobalt (Co), zinek (Zn) ¢i nikl (Ni) (Kiipper et
al., 1996; Zhang et al., 2018). Také o arsenu (As) je Casto referovano jako o tézkém kovu, presnéjsi by
vSak bylo oznaceni ,tézky polokov®, nicméné i v této praci bude n€kdy zahrnovan pod pojmem

»t€Zké kovy*.

2.1 Strategie rostlin pro nakladani s tézkymi kovy

Rostliny miizeme podle strategie nakladani s tézkymi (polo)kovy rozdélit na tii skupiny. Prvni skupinou
jsou indikatory neboli akumulatory, tyto rostliny jsou citlivé a nemaji strategii vyhybani se t€zkému
kovu. Akumuluji rostouci mnozstvi kovu tmémné rostoucim koncentracim v ptdé, dokud neni toxicita
tak velka, ze zacnou chfadnout a hynou. Druha skupina je ozna¢ovana jako exkludery, tyto rostliny
prvek akumuluji a nasledné aktivné odstraiuji prebytecné mnozstvi kovu ze svych pletiv, coz vede ke
stabiln€ nizkym koncentracim v nadzemnich ¢astech nehled€ na koncentraci v pid€. Posledni skupinou
jsou hyperakumulatory, které aktivné akumuluji kovy ve svych prytech a maji u¢inné mechanismy

detoxifikace. (Pfehledné v Corpas et al., 2013; Ku and Andresen, 2016.)

Hyperakumulatory jsou vyznamné pro fytoremediace. Aby rostlina byla klasifikovana jako
hyperakumulator, musi spliiovat nasledujici pozadavky, které se 1isi u rozdilnych té€zkych kovi.
Pro ticely této bakalarské price zde zminim jen pozadavky relevantni pro As a Cd:
(1) koncentrace (polo)kovii v nadzemni Césti jsou pro As > 1000 mg/kg a pro Cd > 100 mg/kg,
(2) biokoncentracni faktor (pomér koncentrace kovu v rostliné a pude€) je vyssi nez 1,0,
(3) translokacni faktor (pomér koncentrace kovu v prytech a kofenech) je vyssinez 1,0 (pfehledn€ v Sun
et al., 2008). NejvyznamnéjSim hyperakumulatorem As je bezpochyby kapradina Pteris vittata (Ma et
al., 2001) a dalsi zastupci rodu Pteris, naptiklad P. biaurita, P. quadriaurita, P. ryukyuensis a P. cretica
(Srivastava et al., 2006). Mezi hyperakumulatory Cd patii napt. Rorippa globosa (Sun et al., 2007),
lilek ¢erny (Solanum nigrum) (Sun et al., 2008b), dvouzubec chlupaty (Bidens pilosa) (Sun et al., 2009),

penizek modravy (Noccaea caerulescens) a Sedum alfredii (Zhang et al., 2018).



2.2 Toxicita tézkych kovU u rostlin
Toxicita tézkych kovl je ovlivnéna mnoha aspekty, jako je koncentrace tézkého kovu v substratu,

uroven tolerance, ptidni a klimatické faktory nebo ontogenetické stadium rostliny (pfehledné v Yadav
et al., 2021). Toxicita se projevuje na vSech urovnich od naruseni metabolismu pies strukturni zmény
aZ po vn&j§i makroskopické projevy. Castym mechanismem toxicity tézkych kovil je jejich interakce
s vazebnymi misty enzymd, ¢imz narusuji enzymatické funkce (ptehledné v Ku and Andresen, 2016).
Tezké kovy jsou také silnymi mutageny, pficemz kadmium patii spolu se rtuti podle Liu et al. (1995)
mezi nejvice toxické v tomto ohledu, s mutagennim efektem jiZ pfi koncentracich 10710 M. Mezi
neodmyslitelné diasledky tézkych kovil patii i oxidativni stres, stejné€ jako u mnoha jinych abiotickych
stresorti (Gratdo et al., 2005). Vysledkem popsanych mechanismti mize byt denaturace proteinii nebo
snizeni aktivity fotosyntézy a jinych vyznamnych metabolickych drah. Tento vnitini typ poskozeni sice
na prvni pohled nevidime, nicméné mezi jeho nasledky patii makroskopické projevy, jako je zpomaleni
az uplna inhibice rastu, chlordzy ¢i opadavani listl a nizs§i pocet semen ¢i kvétl, coz jsou parametry,
které ovlivituji hospodarské vynosy, mizeme je snadno pozorovat a patii mezi hojné zkoumané
indikatory toxicity (napi. Liu et al., 2007; Hédiji et al., 2015; Sanchez-Pardo et al., 2015; Anjum et al.,
2017; Ronzan et al., 2017).

2.3 Obranné mechanismy rostlin

Vzhledem k tomu, Ze rostliny jsou sesilni organismy a nemohou pied stresem utéct, musely si evolu¢né
vyvinout mnozstvi mechanismil, prostfednictvim nichz se dokazi stresu branit. V piipadé stresu tézkymi
kovy je moznou strategii snazit se omezit prijem kovu neboli avoidance, nicméné Casto se stane, Ze se
kov do rostliny dostane. V takovém piipadé je nutné nasadit detoxifikaéni mechanismy. Mezi n¢ patii
komplexace tezkych kovli pomoci fytochelatinii a nasledna sekvestrace téchto komplexd do vakuol
(Grill et al., 1985; Ronzan et al., 2017). Dale vylucovani tézkého kovu z bunky (exudace) ¢i tvorba
mechanickych bariér v kofeni, napfiklad v podobé lignifikace bunécné stény, omezujici pohyb
toxickych iontd v apoplastu (Lux et al., 2011). V neposledni fadé je také potieba vypotradat se

s oxidativnim stresem pomoci antioxida¢nich mechanismt (viz podkapitola nize).

2.3.1 Fytochelatiny a glutathion
Fytochelatiny a glutathion jsou schopny vazat t€zké kovy a nasledné je sekvestrovat do vakuol, v nichz

jsou skladovany, aby se omezila jejich toxicita v cytosolu. Fytochelatiny (PC) jsou enzymaticky
syntetizované peptidy bohaté na cystein. Jejich strukturu tvoii opakovani dipeptidu y-GluCys
s koncovou aminokyselinou, kterou je obvykle glycin, ale existuji i jiné varianty. Struktura je zapisovana
jako (y-GluCys).-Gly, pricemz n se obvykle pohybuje mezi Cisly 2-11. Podle toho pak rozliSujeme
fytochelatiny na PC2, PC3 a tak dale. Za vznik PC vbuilkkdch je odpovédny enzym
fytochelatinsyntaza (PCS), jehoz substratem je glutathion (GSH) se strukturou y-GluCysGly (Grill et
al., 1985; Cobbett and Goldsbrough, 2002). Glutathion je v rostlindch mimo jiné dtlezity jako redoxni
pufr v aerobnich butikach a ve své oxidované formé (GSSG) jako substrat glutathionreduktazy (GR),
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ktera hraje roli v odpovédi na oxidativni stres (Gratao et al., 2005). Ku and Andresen (2016) shrnuli, ze
tvorba PC je nejucinnéji indukovana Cd a As, ale také Ag, Pb, Cu, Hg, Zn, Sn a Au.

2.3.2 Tvorba ROS a antioxidacni mechanismy

Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) v rostlinnych bunkach je nevyhnutelna a vzhledem k neustale
probihajicim oxidoredukénim reakcim v ruznych organelach je piirozenou soucasti metabolismu,
zejména v souvislosti s na kyslik bohatym prostfedim chloroplastu. ROS maji v burtice i signalizacni
funkeci, naptiklad H,O, je dilezitou signalni molekulou pro spravny rist a vyvoj rostlin a odpoveéd na
abiotické stresy (Niu and Liao, 2016). Abiotické stresy vcetné toxicity tézkych kovi tvorbu ROS
vyznamné navysuji. Zvysena produkce ROS nakonec vede k oxida¢nimu poskozeni, které rostliny tlumi

pomoci enzymatickych a neenzymatickych antioxidacnich mechanismi (Gratao et al., 2005).

Pti redukei Oz na H>O mize dojit k ptenosu jednoho, dvou nebo tii elektronti na O, za vzniku superoxidu
(O27), peroxidu vodiku (H,O>) a hydroxylového radikalu (OH). O~ a H,O» maji ve srovnani s ostatnimi
ROS relativné nizkou reaktivitu. O, mize také pfijmout piebytecnou energii, coz vede ke vzniku

singletového kysliku ('0,), ktery je ve srovnani s O, vysoce reaktivni molekulou (Gratéo et al., 2005).

V prvni linii obrany proti oxidativnimu stresu stoji enzym superoxiddismutaza (SOD), ktery preménuje
O, na H»0,. Podle kovovych kofaktori rozlisujeme Cu/Zn-SOD, lokalizovanou v cytosolu,
peroxizomech a chloroplastech, Mn-SOD v mitochondriich a peroxisomech a Fe-SOD v chloroplastech
(Gratdo et al., 2005; Sharma, 2012). H,O: je nasledné detoxifikovano pomoci askorbatperoxidazy
(APX), glutathionperoxidazy (GPX), peroxidazy (POD) ¢i katalazy (CAT). Katalaza degraduje H,O2na
H,0 a O; a vyskytuje se hlavné v peroxizomech a glyoxisomech, nicméné byla popséana i jeji pfitomnost
v mitochondriich (Anjum et al.,, 2016a). APX degraduje H,O, v askorbat-glutathionovém cyklu
v chloroplastech, cytosolu, mitochondriich, apoplastu a peroxisomech (Anjum et al.,, 2016a).
GPX je v buiice lokalizovana v cytosolu, chloroplastech, mitochondriich a endoplasmatickém retikulu
(Milla et al., 2003). Glutathionreduktaza (GR) redukuje GSSH na GSH, ktery se dale ucastni askorbat-
glutathionového cyklu (Gratdo et al., 2005). Mezi neenzymatické antioxidanty patii diky schopnosti
ucinné zhaset ROS naptiklad prolin (Shah and Dubey, 1997), sacharidy (Matros et al., 2015), kyselina
askorbova (AsA), glutathion, flavonoidy nebo karotenoidy (Gratao et al., 2005). Z neenzymatickych
antioxidantd si jako priklad blize popiSeme funkci AsA, coz je nejhojné€jsi antioxidant ve stroma
chloroplastu, apoplastu, cytosolu a vakuole. Uloha AsA spoéiva v piimé redukei superoxidu, peroxidu
vodiku a hydroxylového radikalu a zhaSeni singletového kysliku, mimo jiné dokaze i regenerovat

membranové vazané karotenoidy prostfednictvim askorbat-glutathionového cyklu (Sharma, 2012).



3 ARSEN

Arsen (As) je neesencialni toxicky polokov, o némz je zndmo, Ze je nebezpeény pro vSechny zivé
organismy, je karcinogenni uz pfi velmi nizkych koncentracich, a proto je podle IARC (International
Agency for Research on Cancer) povazovan za karcinogen tiidy 1 (IARC, 2022). Podle americké
organizace ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry) byl v roce 2019 zatazen na
prvni misto na seznamu nejvyznamnéjSich nebezpecnych latek (ATSDR, 2020). Odhaduje se, Ze okolo
140 miliont lidi z 50 zemi svéta je vystaveno koncentraci vyssi, nez je podle Svétové Zdravotnické
Organizace bezpec¢nostni limit pro arsen v pitné vodé (10 pg/l) (WHO, 2022). Kontaminace spodnich
vod As je nejvyznamnéj$i v zemich s pfirozené zvySenym obsahem arsenu v padé, naptiklad
v Bangladési, Indii, Ciné nebo Vietnamu (Mondal et al., 2022). Jako zasadni problém je vnimana také
kontaminace potravniho fetézce, mimo jiné skrze ryzi, ktera je kritickou slozkou jidelni¢ku pro vice nez
polovinu svétové populace (Kumar et al., 2022). Mezi hlavni nezadouci tc¢inky, které jsou uvadény
v souvislosti s dlouhodobym piijmem anorganického arsenu u lidi, patii kozni 1éze, rakovina,
neurotoxicita, kardiovaskularni onemocnéni, abnormalni metabolismus glukézy a diabetes. Objevuji se
také dikazy o negativnich dopadech na vyvoj plodu a kojenct, zejména o snizené porodni hmotnosti

(EFSA, 2009b).

3.1 Arsen v prostredi
Piida je kontaminovana As v disledku lidské ¢innosti i skrze ptirozené procesy. Mezi pfirozené procesy

patii naptiklad zvétravani hornin a sopecné emise. Z antropogennich zdrojl stoji za zminku pouzivani
arsen-obsahujicich herbicidd, insekticidl a pesticidli na zemédélskych ptidach, spalovani fosilnich paliv,
tézebni a metalurgicky prumysl, produkce odpadu ¢i vyroba polovodic¢a (pfehledné napt. v Kofronova

et al., 2018; Kumar et al., 2022)

V pide se arsen vyskytuje bud’ v organické nebo anorganické formé, pfi¢emz anorganické formy jsou
povazovany za toxictéjsi a v prostfedi jsou hojnéjsi (Johnson and Hiltbold, 1969). Z tohoto divodu se
tato bakalarska prace bude soustedit pfevazné na né. Anorganické slouceniny obsahuji bud’ pétimocny
(arseni¢nany) nebo trojmocny (arsenitany) iont arsenu. Jejich zastoupeni v pidé zavisi mimo jiné
na redoxnim stavu prostfedi — v oxidativnim prostfedi pfevazuji arseni¢nany, naopak v redoxnim je
prevaha arsenitanti (Obrazek 1) (ptehledné€ napt. v Zhao et al., 2009). Mezi organické slouceniny arsenu
vyskytujici se v piidé patii metylované formy (monomethylarsonous acid — MMA, dimethylarsinous
acid — DMA, trimethylarsine oxide —- TMAQO), které v pud¢ vznikaji aktivitou mikroorganismi

(piehledné v Kofronova et al., 2018), dale arsenobetain, arsenocukry a arsenolipidy. Organické formy

jsou az na vyjimky méné toxické nez anorganické formy (Ali et al., 2009).



3.2 Prijem arsenu
Zpisoby piijmu kotfeny se u jednotlivych forem arsenu lisi. Dosud nejsou znamy specifické transportéry

pro arsen a tento prvek je pfijiman skrze transportni drahy esencialnich prvkt. Arsen se v periodické
tabulce prvkl nachdzi ve skupiné V.A spolecné s fosforem, slouceniny obou prvkd maji proto
analogické chemické vlastnosti. As" je nejhojné&jsi formou arsenu v pidé a slouceniny obsahujici tento
iont jsou schopny vyuzivat spole¢né pienaSece (Pht) s fosforeCnany, které umoziiuji jednosmérny
transport (Obréazek 1) (ptehledné shrnuje napt. Kofrofiova et al., 2018; Kumar et al., 2022). As'" vyuziva
jiné transportni drahy, mezi néz patfi homology aquaporinil z rodiny NIP a u ryZe transportéry Si, které
na rozdil od Pht tvofi systém umoziuji obousmérny transport (Obrazek 1) (Ma et al., 2008; Souri et al.,
2017). Vybrané zpisoby piijmu riiznych forem arsenu budou zminény v této kapitole, Sir§i prehled
zpUsobil a transportérll transportnich drah je shrnuty naptiklad v pfehlednych ¢lancich Kumar et al.

(2022) a Mondal et al. (2022).
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Obrazek 1 — Formy As v pladé, prijem do rostlin, translokace a detoxifikace v rostlinach

Formy As v padé zavisi na redoxnim stavu, pH a pfitomnosti bakterii. Arsen se mlZe vyskytovat bud' jako AsY, As'' nebo
v organické formé. As'' mdze vstupovat do kofenovych bunék prostfednictvim NIPs a/nebo prenasect kfemiku. AsY vstupuje
do bunék prostfednictvim fosfatového transportéru (Pht). AsV se ihned po pfijmu vétsinou redukuje na As''. Enzymatickou
reakci zprostredkovava arsenatreduktaza (AR). As"' mUZe byt vazan na glutathion nebo fytochelatiny a transportovan do
vakuoly. Translokace As z kofene do prytu se u jednotlivych druhl rostlin velmi lisi. VSechny formy As mohou byt
transportovany do prytd. V kofenovych i listovych burikdch mGze byt As" chelatovan a sekvestrovan do vakuoly.

Prevzato z Kofroriova et al. (2018)



3.2.1 ZpUsoby pfijmu AsY
Mezi fosfatové transportéry, kterymi rostliny pfijimaji AsY, patfi transportéry modelového organismu

Arabidopsis thaliana AtPhtl;1, AtPhtl;4, AtPhtl;5 a AtPhtl;7 az 9 (Mondal et al., 2022). Z nich byla
u dvojitych knockout mutantt AtPhtl; 1 a AtPhtl;4 pozorovana vyssi odolnost viici arsenu v substratu
a snizeni rustu vlivem arsenu bylo u mutantd polovi¢ni oproti wt (Shin et al., 2004). AtPht1;5 slouzi
rostlindm ke spravné translokaci fosfdtu do nadzemnich organti, loss of function mutanty A¢PhtI;5 mély
pozménénou alokaci fosfatli mezi kotfeny a nadzemnimi ¢4stmi, ale disponovaly jen mirnou toleranci
k AsV v substratu (Nagarajan et al., 2011). Vliv na pfijem arsenu mohou mit i transkripéni faktory

WRKY, regulujici expresi AtPhtl; 1 u Arabidopsis thaliana (Castrillo et al., 2013).

U ryze je AsY pfijiman pomoci transportéri OsPht1;1 (Kamiya et al., 2013), OsPhtl1;4 (Cao et al., 2017)
a OsPht1;8 (Wang et al., 2016), které slouzi k pfijmu a translokaci fosfatu do nadzemnich ¢asti a u nichz
se knockout mutace projevily snizenim pfijmu As" do kofenti a u posledniho jmenovaného i sniZenou

translokaci do zrn.

V neposledni fad¢ je také dtlezité zminit hyperakumulator As Pteris vittata a jeho transportéry PvPht1;3
a PvPhtl;4. Transportér PvPhtl;3 méa podle DiTusa et al. (2016) dokonce vyssi afinitu k As" nez
k fosfatu. U transgennich rostlin tabadku s vnesenym PvPhtl;3 pod konstitutivnim 35S CaMV
(cauliflower mosaic virus) promotorem bylo pozorovano signifikantni zvySeni akumulace i translokace
arsenu do nadzemnich ¢asti (Cao et al., 2019). Role transportéru PvPhtl;4 se zd4a byt odli$na,
u transgennich rostlin tabaku s vnesenym PvPhtl;4 pod konstitutivnim 35S CaMV promotorem byla

akumulace i translokace arsenu niz$i (Sun et al., 2020).

3.2.2 ZpUsoby pFijmu As'"

K piijmu slougenin As™

dochazi ptedevsim na zaplavenych ryzovych polich, kde tato forma vlivem
redukénich podminek prevazuje (ptehledné v Zhao et al, 2010). Piijem As™ probiha skrze
nodulin 26-like intrinsic proteiny (NIPs) (Souri et al., 2017). Toto bylo pozorovano naptiklad
u Arabidopsis thaliana skrze obousmérné transportéry AtNIP1;1, AtNIP1;2 (Kamiya et al., 2009) a
ANIP3;1 (Xu et al.,, 2015). U ryZe byly objeveny As'-transportujici transportéry kiemiku
OsLsil (OsNIP2;1), které jsou zodpovédné za import do bun¢k, a OsLsi2 zodpovédné za export z bunék

(Ma et al., 2008).

3.3 Translokace arsenu
Z hlediska vyhodnosti translokace mizeme definovat dva sméry zajmi — u plodin, které konzumujeme,

je Zzadouci, aby obsah toxického prvku v nadzemnich jedlych ¢astech byl co nejmensi. Na druhou stranu
pokud chceme rostliny vyuzit pro remediaci zne€isténych pud, je vysoka schopnost translokace vitana.
Translokace arsenu do nadzemnich d¢asti je u vétSiny rostlin, s vyjimkou hyperakumulatord,
minimalni (Zhao et al., 2009). Rostliny mohou translokovat arsen bud’ xylémovou nebo floémovou
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cestou (Obrazek 1) (Kofronova et al., 2018). U ryZe byla popsana xylémova translokace As™" skrze



transportér OsLsi2, ktery je pravdépodobné& zodpovédny za nakladani As™ do xylému. Tim zpisobena
translokace do prytu v disledku vede k akumulaci arsenu do zrn ryze, ¢imz se toxicka latka dostava
do potravniho fetézce (Ma et al., 2008). Arsen miize byt translokovan i floémem, Duan et al. (2016)
navrhli, Ze by se na tom u Arabidopsis thaliana mohly podilet transportéry inositolu AtINT2 a AtINT4.
Floémova translokace arsenu je nicméné prozatim stale malo prozkoumanym tématem (Kofrotiova et

al., 2018).

3.4 Mechanismy toxicity arsenu u rostlin
Vliv toxicity arsenu na rostliny se projevuje na mnoha riznych urovnich, od naruseni metabolickych

drah az po makroskopické projevy, jako je mensi vzrist ¢i predasné opadavani listi. Obé anorganické
formy arsenu jsou pro rostliny toxické, ale mechanismus pisobeni je rozdilny, spole¢nou maji napiiklad

zvysenou tvorbu ROS, ktera vede k oxidativnimu poskozeni (Gratao et al., 2005).

Vyznamnym projevem toxicity As je sniZeni rychlosti fotosyntézy, coz souvisi se schopnosti arsenu
vyvolat v rostliné nedostatek Zeleza, jez zplisobi mimo jiné i naruSeni drahy biosyntézy chlorofylu
(ptehledné v Mondal et al., 2022). Arsen také podporuje degradaci chlorofylu, coz jesté¢ vice inhibuje
rychlost fotosyntézy (Farnese et al., 2017). Mezi dal$i projevy toxicity patii zmeéna vodivosti praduch,
intercelularni koncentrace CO» ¢i rychlosti transpirace (Mondal et al., 2022). Arsen také naruSuje
metabolismus rostlinnych hormont, coz bylo ukazano naptiklad na auxinu u Oryza sativa (Ronzan et

al., 2019).

Jak jiz bylo zminéno vy3e, As" je chemickym analogem fosforu, pravé tato jeho vlastnost je kli¢ova pro
jeho toxicitu. Prvni projev toxicity As" nastava hned pfi vstupu do bufiky, kdy s fosfaty kompetuje o
spolecné transportéry, ¢imz muze zpusobit v buiice nedostatek fosfatu. Bylo ukazano, Ze rostliny
dostate¢n& zasobené fosfatem maji vyssi toleranci k toxicité As¥ a naopak (piehledné shrnuje Finnegan
and Chen, 2012). V Zivo¢i§nych bufikdch byla popsana schopnost As" interferovat s fosfatovym
metabolismem skrze nahrazeni fosfatu v ATP za vzniku ADP-AsY (Huang and Mitchell, 1972; Gresser,
1981), takto vznikla molekula dale narusuje metabolismus, mize se ucastnit napiiklad hexokindzové
reakce v glykolyze (Gresser, 1981). U rostlin As" také interferuje s fosfatovym metabolismem, narusuje

napiiklad oxidativni fosforylaci a tim i syntézu ATP (Zhao et al., 2010).

vvvvvv

umoziuje vazat se na enzymy obsahujici blizko sebe umisténé cysteinové zbytky nebo dithiolové
kofaktory, které mtze inaktivovat (ptehledné shrnuje Finnegan and Chen, 2012). Takto mlze vazat az
tfi thiolové skupiny, pri¢emz ¢im vys3i je poCet vazeb, tim jsou komplexy s As™ stabilngjsi (Raab et al.,

2005).



3.5 Detoxifikace arsenu v rostlinach

Prvnim krokem po vstupu As" do buiiky je vétSinou jeho redukce na As™

(Obrazek 1), coz je sice
toxictéjs$i forma, ale na druhou stranu pro rostliny snadnéji detoxifikovatelnd. Arsenatreduktaza (AR)
zodpoveédna za tento proces byla identifikovana u A. thaliana a pojmenovana HAC1 (High Arsenic
Contentl) (Chao et al., 2014). Arsenatreduktazova aktivita byla objevena i u dalSich enzymu v jinych
rostlinnych druzich, jejichz pfehled je shrnuty v prehledném clanku Mondal et al. (2022). Po redukci
je As'™! diky vySe popsané afinité k thiolovym (-SH) skupindm vyvazovan proteiny bohatymi na tyto
funkéni skupiny, mezi néz patii fytochelatiny (PC) a glutathion (GSH), a tvoti komplexy (pfehledné
napt. v Kofrofiové et al., 2018; Kumar et al., 2022). Vzhledem k vyssi stabilite pii vazbé tii -SH skupin
je preferovana tvorba komplext s PC3 oproti PC2 nebo glutathionu (Raab et al., 2005). Poté dochazi
k sekvestraci komplexti do vakuoly skrze transportéry ABCC (ATP-Binding Cassette subfamily C) na
vakuolarni membrané (Obrazek 1), konkrétné byly popsany AtABCC1 a AtABCC2 u A. thaliana (Song
et al., 2010) a OsABCC1 u ryze (Song et al., 2014). Sekvestrace do vakuol v kofenovych buikach
zabranuje translokaci a je tedy jednim z klicovych faktort, které rozhoduji o mmnozstvi arsenu
v nadzemnich ¢astech rostlin (Song et al., 2014). U As-hyperakumulatoru Pteris vittata byl popsan jesté
transportér PvACR3 z rodiny ACR3 (Arsenic Compounds Resistance 3), ktery do vakuoly transportuje
volny As'! (Indriolo et al., 2010). Arsen v buiikich také indukuje oxidativni stres, na ktery rostliny musi
reagovat. Tato reakce se li§i v zavislosti na rostlinném druhu, organu ¢i mife stresu. V rostlinach

vystavenych As byla pozorovana pfitomnost vSech dilezitych enzymatickych i neenzymatickych

antioxidantl zminovanych v kapitole 2.3.2 (Sharma, 2012).

4 KADMIUM

Kadmium (Cd) je té€Zky kov, vSeobecné vnimany jako toxicky pro vSechny zivocichy a rostliny.
Koncentrace kadmia v méstské ptidé na vétSin€ mist svéta neptesahuji 5 mg/kg a ve vodnim prostiedi
se pohybuji v nizkych (nanomolarnich) koncentracich (Ku and Andresen, 2016). Nicméné i v nizkych
koncentracich se jedna o vysoce nebezpeCnou latku. Momentalné je kadmium podle ATSDR
klasifikovano jako 7.nejvyznamnéjs$i nebezpecna latka (ATSDR, 2020). Co se tyce karcinogenity
kadmia, je stejné jako arsen klasifikovano Mezinarodni Agenturou pro Vyzkum Rakoviny (IARC) jako
karcinogen tfidy 1 (IARC, 2022). Limit pfipustného tydenniho piijmu kadmia pro ¢lovéka byl v roce
2009 stanoven na 2,5 ng/kg té€lesné hmotnosti, pticemz pramémy dospély Evropan se této hodnot€ blizi
nebo ji mimé piekracuje a podskupiny, jako jsou naptiklad déti, vegetaridni a kufaci, tuto hodnotu
prekracuji ptiblizné dvojnasobné (EFSA, 2009a). Absorpce kadmia z potravy se u ¢lovéka pohybuje
v jednotkach procent, velké nebezpeci predstavuje chronicka expozice, jelikoz kadmium mé biologicky
polocas rozpadu v rozmezi 10 az 30 let a v lidském téle se ucinné zadrzuje v jatrech a ledvinach, u nichz
muze zpisobit poruchu funkce az selhdni. Kadmium mutize také zptsobit demineralizaci kosti, a to bud’

pfimym poskozenim kosti nebo nepiimo v disledku poruchy funkce ledvin (EFSA, 2009a).
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4.1 Kadmium v prostredi
Kadmium se v pfirodé mize nachazet v mineralech naptiklad se zinkem (Sanita di Toppi and Gabbrielli,

1999). V naprosté vétsing se vyskytuje jako dvojmocna forma Cd**. V nizkém pH byla pozorovana
piitomnost volnych Cd** iontd, pfi pH 6-7 kadmium existuje v jinych formach, napiiklad
ve slouceninach s uhli¢itany (pfehledné v Ismael et al., 2019). Tento tézky kov je Siroce rozsiten v pde,
vode i1 atmosféfe. V prostiedi se vyskytuje pfirozené€ v diisledku sopecné Cinnosti ¢i zvétravani hornin,
lidskymi vlivy se dostava do prostiedi naptiklad z topnych systému, metalurgického primyslu, spaloven
odpadti, cementaren nebo jako kontaminant ve fosfatovych hnojivech (piehledné napt. v Gallego et al.,

2012).

4.2 Pfijem, akumulace a translokace kadmia
Kadmium mé pro vstup do rostlin obdobnou strategii jako arsen, kdy vyuZziva transportni drahy

esencialnich prvka (pfedevsim Zn, Fe, Ca), se kterymi kompetuje o vazebna mista transportérti a diky
své vysoké mobilité je snadno ptijiméano (pfehledné v Hasan et al., 2009). Tento proces zahrnuje nemalé

mnozstvi transportnich drah.

Biologicka dostupnost kadmia pro rostliny se zvysuje pii nizkém pH. Prvnim krokem piijmu kadmia je
jeho hromadéni v apoplastu, tento proces je pasivni a zahrnuje elektrostatické interakce mezi zaporné
nabitymi karboxylovymi skupinami a kationty Cd*" (piehledné shrnuje Ismael et al., 2019). Dal§im
krokem je transport skrze plazmatickou membranu do bunék. Ktomu je vyuzivano mnozstvi
transportnich drah, mezi néz patfi transportéry z rodin ZIP, pojmenované podle sekvencni podobnosti
se ZRT (zinkem regulované transportéry) a IRT (zelezem regulované transportéry) proteiny.
Dale NRAMP (natural resistance-associated macrophage protein), YSL (yellow stripe-like), které
transportuji kadmium v chelatech, a v neposledni tad¢ i kationtové kanaly HACC (hyperpolarization-
activated calcium channels), DACC (depolarization-activated calcium channels) a VICC (voltage-

insensitive cation channels) (pfehledné shrnuji Ismael et al., 2019; Haider et al., 2021).

Prvné zminovanou rodinou jsou transportéry ZIP, coz jsou proteiny, které umi prenaset t€zké kovy z
extracelularniho prostoru a z lumen organel do cytoplazmy (Ismael et al., 2019). Z konkrétnich zastupcti
byl u Arabidopsis thaliana identifikovan AtIRT1, transportér zeleza, ktery je zodpoveédny za ptijem
tézkych kovl véetn€é Cd (Vert et al., 2002). U ryZe se jedna o transportéry OsIRT1 a OsIRT2, pficemz
OsIRT1 ma vyssi afinitu ke kadmiu nez OsIRT2 a je pravdépodobné odpoveédny nejen za ptijem, ale
také za translokaci kadmia do prytu (Nakanishi et al., 2006). Z této rodiny zprostfedkovava piijem
kadmia jesté transportér OsZIP1 (Ramesh et al., 2003).

Dalsi transportéry jsou zrodiny YSL (Yellow Stripe-Like), tyto transportéry hraji roli v pfijmu
chelatizovaného kadmia (Curie et al., 2009). Rostliny mohou vylucovat latky, které komplexuji kovy
véetné Cd a pomoci YSL je nasledné piijimaji. YSL mohou slouzit i pro vylouceni komplexovaného

kadmia z bunky, ¢imz se Gc€astni nakladéni kadmia do xylému (ptehledn¢ v Ismael et al., 2019).
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Z konkrétnich transportérii a komplexi, které transportuji Cd do buiiky, zminim naptiklad ZmYS1 u
kukuftice seté (Zea mays), ktery v malé mife transportuje i komplexy Cd-fytosiderofort (Schaaf et al.,
2004). Dalsi transportér je SnYSL3, ktery podle Feng et al. (2017) u Cd-hyperakumulétoru Solanum

nigrum pravdépodobné pii nadbytku kadmia transportuje komplexy Cd-nikotinamint.

Na nakladani kadmia do xylému se krom¢ YSL mohou ti€astnit také zinkové transportéry z rodiny HMA
(Heavy Metal ATPases), konkrétné HMA2 a HMA4 (Wong and Cobbett, 2009), o této rodin¢ bude blize
pojednano v kapitole o detoxifikaci kadmia, jelikoz transportéry z této rodiny se tiCastni také transportu

kadmia do vakuol.

4.3 Mechanismy toxicity kadmia u rostlin

Jak jiz bylo popisovano u arsenu, i toxicita kadmia se projevuje na mnoha urovnich, od subcelularni
urovné zahrnujici naruSeni metabolickych drah az po okem viditelné projevy. Vzhledem k velkému
mnozstvi mechanismil toxicity kadmia budou v této kapitole popsany jen vybrané, Sir§i ptehled shrnuje

napiiklad Sanita di Toppi and Gabbrielli (1999).

Toxicita kadmia je v mnoha piipadech spojena s jeho vysokou afinitou k zaporn€ nabitym funk¢énim
skupinam makromolekul. To se projevuje uz pii kompetici o transportni drahy, coz miize mit za nasledek
nedostatek esencialnich Zivin, jako jsou Fe, Zn, Mg, Cu, Mn a dal$i (Ku and Andresen, 2016). Vysoka
afinita Cd** k thiolovym funk&nim skupinam (-SH) proteint vede k nefunkéni vazbé kadmia na ligandy
jinych dvojmocnych iontt kovi a zpusobuje tim inhibici enzymtl (Zulfigar et al., 2022), nejvice
nachylné jsou k tomuto molekuly obsahujici vazebna mista pro Mg?*, Ca**, Zn*", Cu*" a Fe*" (Moulis,
2010). Konkrétnim piikladem inhibice enzymu mutze byt naruSeni hydrolyzy RNA vlivem inhibice
ribonukledzové aktivity u ryZe (Shah and Dubey, 1997). U zastupcii Celedi bobovité (Fabaceae) bylo
pozorovano snizeni aktivity nitrogendzy, klicového enzymu pro fixaci vzdu$ného N, (Wahid et al.,
2007; Hasan et al., 2008). Kadmium také muze inhibovat enzymy pro opravu DNA, ¢imZ neptimo

zvySuje miru poSkozeni DNA a piisobi tedy jako mutagen (Jin et al., 2003).

Kadmium narusuje u rostlin i metabolické drahy véetné fotosyntézy. KliCovym mechanismem je
nahrazeni centralniho atomu Mg** v chlorofylu, coZ fotosyntézu znemoziiuje (Kiipper et al., 1996).
Takto vznikly chlorofyl se oznacuje [Cd]-Chl, mé kratkou Zivotnost a je nestabilni, takZe velmi rychle
disipuje vétSinu absorbované excitacni energie ve form¢ tepla a neucastni se pfenosu elektronu
v transportnim fetézci (pfehledné shrnuje Ku and Andresen, 2016). Dal$i moZnosti naruseni fotosyntézy

je napftiklad nahrazeni Mg*" v katalytickém centru enzymu RuBisCO (Ku and Andresen, 2016).
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V neposledni fad¢ je kadmium také pfi¢inou zvysené tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS), ktera
vede k oxidativnimu stresu. Cd pfispiva k oxidativnimu stresu nejen tvorbou ROS, ale vzhledem ke své
vysoké afinité¢ ke karboxylovym (-COOH) a thiolovym (-SH) funkénim skupinam proteint, vcetné
antioxidacnich enzymt, mize zaroven sabotovat obranné antioxidacni mechanismy (Zulfigar et al.,

2022).

Vyse popsané mechanismy se posléze manifestuji na makroskopické urovni, coz zahrnuje napiiklad
zpomaleni az uplnou inhibici ristu rostliny (pfehledné napiiklad v Hasan et al., 2009), tento efekt bude
hojné diskutovan v kapitole 5 o interakci As a Cd. U fady rostlinnych druhi, vCetné ryze, pSenice ¢i
kukufice, byl také popsan inhibi¢ni vliv kadmia na kli¢eni rostlin a vitalitu semenackd (piehledné

shrnuje Zulfiqar et al., 2022).

4.4 Detoxifikace kadmia v rostlinach

Rostliny maji nékolik zptisobt, jak se vyporadat s toxicitou kadmia, moznou obranou je omezit pfijem
toxického kovu. Toho lze u kadmia v nékterych ptipadech docilit dostate¢nym zasobenim esencialnimi
zivinami, coz je mozné diky vySe popsané kompetici o vazebna mista (Nazar et al., 2012). Téma
detoxifikace kadmia v rostlinnych bunikach je v literatuie rozsahle studovdno a obsahem pfesahuje
moznosti této bakalarské prace, proto se zbytek této kapitoly bude zamétovat primarné na chelataci a
sekvestraci kadmia do vakuoly, jakozto pravdépodobné nejvyznamnéjsiho mechanismu detoxifikace
kadmia. Sir$i piehled je k nalezeni napiiklad v piehlednych &lancich Zhang et al. (2018) a Ismael et al.
(2019).

4.4.1 Chelatace a sekvestrace do vakuol

Kadmium pfijaté do buiiky je detoxifikovano sekvestraci do vakuol, ¢imz je docileno ochrany cytosolu
pred jeho Skodlivymi ucinky. K sekvestraci je vyuzivano spektrum transportérii lokalizovanych
v tonoplastu, mezi néz patii transportéry zrodiny ABCC, které prendsi komplexy PC-Cd. Byly
identifikovany u Arabidopsis thaliana a jsou to konkrétné AtABCC1, AtABCC2 (Park et al., 2012) a
AtABCC3 (Brunetti et al., 2015). Prvni dva zminéné jsou schopny pfenéset i komplexy PC-As (Song et
al., 2010), jak bylo popsano v kapitole o detoxifikaci arsenu. Dal$i transportéry nepienasi komplexy
PC-Cd, ale samotné kademnaté ionty, a patfi sem importni transportéry HMA3 z rodiny HMA (Heavy
Metal ATPases), rodina CAX (Ca?* exchangers) a exportni NRAMP, které slouzi nejen k sekvestraci do

vakuol, ale i k transportu do bunék pies plazmatickou membranu (piechledné shrnuje Zhang et al., 2018).

Povaha detoxifikace se liSi v zavislosti na tom, zda rostlina je ¢i neni hyperakumulator Cd.
U hyperakumulatorii je popisovana zvySend exprese HMA3 oproti nehyperakumulatortim, coz se zda
byt jednim z kli¢ovych faktort pro toleranci rostlin viici toxicité kadmia (prehledné napt. v Ismael et
al., 2019). Transportéry HMA3 zprosttedkovavaji sekvestraci do vakuol nejen pro kadmium, ale také
pro zinek, olovo nebo kobalt (Zhang et al., 2018). Do této rodiny patii naptiklad transportéry NcHMA3
u Noccaea caerulescens (Ueno et al.,, 2011) ¢i SaHMA3 u Sedum alfredii (Zhang et al., 2016).
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HMA3 se vyskytuji i u nehyperakumulujicich rostlin, ovSem ve znacné niz§i mife nez u
hyperakumulatorti, jsou to naptiklad AtHMA3 u A. thaliana (Chao et al., 2012) nebo OsHMA3 u Oryza
sativa (Ueno et al., 2010).

Na kadmium citlivé rostliny maji tendenci kadmium spise komplexovat s fytochelatiny a nasledné ho
sekvestrovat do vakuol jiz v kofenovych buiikach. Toto bylo pozorovano naptiklad v kofenech je¢mene,
kde komplexy PC-Cd tvortily znac¢nou Cast celkového obsahu kadmia (Persson et al., 2006). Naproti
tomu hyperakumulatory kadmium spise translokuji do nadzemnich Casti a sekvestraci do vakuol provadi
az v listu (Zhang et al., 2018). Mezi kli¢ové faktory ucinné detoxifikace patii jiz zminéna zvysena
exprese HMA3 ¢i efektivni translokace Cd do nadzemnich ¢asti, coz vyzaduje mimo jiné efektivni

mechanismus nakladdni kadmia do xylému (Ismael et al., 2019).

Ne-hyperakumulator ; Hyperakumulator
Cd?
¢
Cd-PC
V:iedpe
Ca2+
Ccd

Plazmatickd membrana

Tonoplast

Cd?*

= HMA3 = CAX -=> ABCCs
Obrazek 2 — Vakuolarni transportéry HMA3, CAX a ABBC Ucastnici se sekvestrace Cd do vakuoly.
Zvysena sekvestrace Cd do vakuol v kofenech u nehyperakumulujicich druht rostlin omezuje pfenos Cd z kofent do prytu

(tenka Sipka). U hyperakumulatorl je vétSina Cd transportovana do prytu (tlusta Sipka) a sekvestrovana do vakuol listovych
bunék, zvysena exprese HMA3 hraje u téchto rostlin klicovou roli v sekvestraci Cd. (V — vakuola; C — cytosol)

Prevzato z Zhang et al. (2018)
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5 VLIV KOEXPOZICE ARSENU A KADMIA NA ROSTLINY

Mechanismy popsané v predchozich kapitolach se pfi koexpozici obéma prvkiim mohou zasadné lisit

vzhledem k moznym interakcim mezi prvky. Porozuméni reakcim rostlin na koexpozici obéma prvktim

je klicové vzhledem k jejich ¢astému spolecnému vyskytu v prostiedi. Interakce obou tézkych kovi

muze probihat na nékolika urovnich. Patii sem kompetice o vazebna mista na pudnich ¢asticich

ovliviwjici jejich biologickou dostupnost, kompetice o vazebna mista transportnich drah ovliviiujici

ptijem ¢i transport tézkého kovu po rostliné a vyznamnou roli mohou hrat také kompetice o vazbu na

metaloenzymy a jiné proteiny ¢i peptidy, naptiklad fytochelatiny (pfehledné shrnuje Sneller et al., 2000).

Tabulka nize obsahuje ptehled dulezitych informaci k vyzkumtim citovanym v této kapitole a slouzi pro

lepsi orientaci a moZznost porovnat zejména pouzité koncentrace mezi jednotlivymi vyzkumy.

Literarni zdroj Rostlinny druh Forma As Forma Cd Koncentrace As | Koncentrace Cd |Koncentrace As+Cd |[A/H/P
As' kombinace véech
- ombinace vsecl
Sun et al., 2009 Bidens pilosa CdCl,-2.5H,0 0, 25, 50, 125 mg/k; 0, 5, 10, 25 mg/k . . P
P Na,HAsO,-7H,0 2 2 e/ke g/ke moznosti
V
Sanchez-Pardo et al. As” - 0,5, 10, 20, 40 a 80
"| Cynara cardunculus Cdso T 5uM Cd 5 + As viechn H
2015 y Na,HAsO,7H,0 4 ny s Y
V
As’ -
Zanella et al., 2016 | Nicotiana tabacum Cdso 50 uM, 200 pM 60 uM As 50 + Cd 60 A
Na,HAs0,-7H,0 4 W i K
As' -
Sun et al., 2008a Oryza sativa CdCl,-2.5H,0 60 mg/k 5 mg/k As 60+ Cd5 P
y NasAsO412H,0 74:oM e/ke e/ke
Abid et al., 2019 Pteris vittata As” - Na;AsO, Cdcl, 50 uM 50 uM As 50 + Cd 50 H
As’ kombinace véech
- ombinace vsec
Drava et al., 2012 Pteris vittata Cdso 0, 667, 1.335 uM 0, 133, 267 uM . , H
r Na,HAsO,-7H,0 4 " " moznosti
As' -
Ronzan et al., 2017 Pteris vittata Cdso 100 uM 60 uM As 100 + Cd 60 H
Na,HAs0,-7H,0 4 W H
As' -
Xiao et al., 2008 Pteris vittata Cdcl 400 mg/ki 0, 10, 20, 60, 80 mg/k As 400 + viechny Cd P
Na,HAs0,-7H,0 2 e/ke e/ke v
As’ kombinace viech
- ombinace vsec
Sun et al., 2007 Rorippa globosa CdCl,-2.5H,0 50, 250 mg/k 10, 25, 50 mg/k| N X P
Ppag Na;HAsO4 7H,0 2 2 e/ke e/ke moznosti
Cd 0,25+ As 2,5; 5
Cd 0,5 + As vsechny
Sneller et al., 2000 Silene vulgaris As' - Na,HAsO, CdSO, 2,5;5;10; 20; 40 uM | 0,25;0,5; 5;20; 50 uM | Cd 5 + As 5; 10; 20; 40 H
Cd 20 + As 5; 20
Cd 50 + As 10; 20
As - kombinace viech
Sun et al., 2008b Solanum nigrum CdCl,2.5H,0 0, 50, 250 mg/k 10, 25, 50 mg/k N . P
g Na,HAsO47H,0 2 2 e/ke e/ke moznosti
Cd 20 + As 5, 10, 20
Ghiani etal,, 2014 | Trifolium repens As" - NaAsO, Cdso, 5,10 a 20 mg/kg 20, 40 a 60 mg/kg Cd 40 + As 5, 10, 20 P
Cd 60 + As 5, 10, 20
As’ - kombinace viech
Liu et al., 2007 Triticum aestivum CdCl,2.5H,0 0,1,2,4,8mg/l 0,2,4,6,8, 10 mg/l N . H
NazAsO4 12H,0 2 2 ¢/ ¢/ moznosti
Anjum et al., 2016 Zea mays As" - NaAsO, cdcl, 200 uM 100 uMm As 200 + Cd 100 P
Anjum et al., 2017 Zea mays As" - NaAsO, cdcl, 200 uM 100 pM As 200 + Cd 100 P

Tabulka 1 — Prehled literdrnich zdroji

Tabulka obsahuje prehled zkoumanych rostlin, forem As a Cd a pouZitych koncentraci. Sloupec A/H/P obsahuje informaci, zda byly
experimenty provadeny na agaru (A), v hydroponii (H) nebo v pevném substrdtu (P). Sefazeno podle rostlinnych druh( podle abecedy.
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5.1 Vliv na akumulaci
Interakce obou prvkid (napf. konkurence o vazebna mista na ptidnich casticich ovliviiujici biologickou

dostupnost) mize zasadn¢ ovlivnit akumulaci (Sneller et al., 2000). Pro akumulaci arsenu i kadmia je
zasadni jejich biologicka dostupnost v substratu. V nékterych vyzkumech byla pii koexpozici obéma
prvkiim pozorovana relativné vyssi akumulace As oproti Cd, coz naznacuje moznost, Ze biologicka
dostupnost As se zvysila a Cd naopak snizila. Toto bylo pozorovano naptiklad u Rorippa globosa (Sun
et al., 2007), Trifolium repens (Ghiani et al., 2014), Cynara cardunculus (Sanchez-Pardo et al., 2015),
Pteris vittata (Xiao et al., 2008; Ronzan et al., 2017; Abid et al., 2019) a ¢astecné i na Triticum aestivum,
kde ptitomnost As snizila akumulaci Cd semenacky, ale Cd vyrazn€ neovlivnilo akumulaci As (Liu et
al., 2007). V kontrastu s timto stanoviskem jsou vyzkumy na ryzi (Oryza sativa) a tabdku (Nicotiana
tabacum). U ryze byly pii soucasné expozici As + Cd namétené hodnoty obou prvki v kofenech
i nadzemnich cCastech signifikantné niz$i oproti samostatnym oSetfenim. Z toho lze usuzovat, Ze
koexpozice vedla ke snizené akumulaci obou prvki (Sun et al., 2008a). Tyto vysledky lze povazovat za
veelku ptiznivé, vzhledem k tomu, Zze ryze je dulezitd potravina. Ve druhém vyzkumu, ktery byl
proveden na tabdku, byla v pfitomnosti obou prvkl akumulace As v kotfenech snizena a naopak Cd bylo
akumulovano vice oproti samostatné expozici (Zanella et al., 2016). Doslo tedy k opa¢nému jevu nez u
vyzkuml uvedenych vyse. ZvySeni akumulace Cd vlivem arsenu bylo pozorovano i u Cd
hyperakumulatoru Solanum nigrum (Sun et al., 2008b). Rozdilné vysledky mohou byt zptisobeny jednak
interakci obou prvkil v médiu/substratu, jednak interakci ptimo v rostlin€. Plisobeni obou prvkt muize
v rostliné vyvolat silnéj§i obranné mechanismy, coZ umozni pfijmout vét§i mnozstvi prvkd, toto
popisuje napt. Ronzan et al. (2017) u Pteris vittata. Vzhledem k odliSnym transportnim draham pro As
a Cd je nepravdépodobna interakce As s Cd transportéry a naopak, nicméné ani tuto moznost nelze

vyloucit, protoze nezname vSechny mechanismy, které by se v takové interakci mohly tcastnit.

5.2 Vliv na translokaci

5.2.1 Vliv na translokaci arsenu

s v

pozorovana pii samostatném i souasném osetfeni nizka mira translokace arsenu, i tak ale byla jeho
translokace pii koexpozici s kadmiem signifikantné sniZena oproti samostatnému oSetfeni (Sun et al.,

2008a). Stoji za zminku, Ze v této studii bylo pouzito pouze malé mnozstvi kadmia (5 mg/kg).

Vyzkum na arsen-tolerantnim artyCoku (Cynara cardunculus), coz je rostlina uvazovana jako
potencidln€ vhodna pro fytoremediaci plid znecisténych As a Cd (Leonardi et al., 2016; Leonardi et al.,
2021), ukéazal na vyssi translokaci arsenu do nadzemnich ¢asti pii koexpozici arsenu a kadmiu, pficemz
bylo pouzito Siroké spektrum koncentraci arsenu spolecné s nizkou koncentraci kadmia v médiu
(Sanchez-Pardo et al., 2015). Autoti navrhuji vysvétleni, ze Cd poskodilo v kofenech specificka vazebna

mista pro As a v dasledku toho vyvolalo vyssi translokaci As do prytu.
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Z hlediska fytoremediace je dalsi vyznamnou rostlinou hyperakumulator As Pteris vittata, coz se odrazi
ve veétSim poctu vyzkumil provadénych na této rostlin€. Zajimavé je, Ze tyto vyzkumy ptinasi rozdilné
vysledky. ZvySenou akumulaci i translokaci arsenu pii soucasné expozici As + Cd pozorovali Xiao et
al. (2008), ovsem pouze pii nizsich koncentracich kadmia, pfi¢emz pfi vystaveni vysSim koncentracim
kadmia nastal pokles translokace. Snizeni translokace arsenu pii koexpozici obéma prvkiim v porovnani
se samostatnym oSetfenim arsenem pozorovali i Ronzan et al. (2017), v jejichz experimentu byla také
pouzita relativné vysoka koncentrace kadmia (viz Tabulka 1). Autofi navrhuji, Ze nizsi translokace As
mohla byt zptisobena zvysenou hladinou fytochelatinti v kofeni (podrobnéji v kapitolach 3.5 a 5.5.1),
kterad prostiednictvim komplexace As a pravdépodobné i sekvestraci do vakuol kofenovych bunck
zabranila translokaci do listd. V kontrastu s vySe popsanymi vyzkumy na Pteris vittata jsou vysledky
od Abid et al. (2019), kde vyzkumnici nepozorovali pii koexpozici pokles akumulace arsenu do kofenti
ani translokaci do listi. Autofi vSak nediskutuji mozné mechanismy, které by za tim mohly stat.
Vysvétleni  rozkolu ve wvysledcich lze hledat vrozdilnych pouzitych koncentracich.
Vyzkumy Abid et al. (2019) a Ronzan et al. (2017) byly oba provadény v hydroponii, proto jsou 1épe
porovnatelné. Ronzan et al. (2017) pouzili dvakrat vyssi koncentraci As nez Abid et al. (2019), proto je
mozné, ze toxicita u druhé jmenované studie nebyla tak vysoka, aby vyvolala vy$e zminovanou
zvysenou hladinu fytochelatinti v kofenech, a As mohl byt nadale translokovan. Na zakladé zminénych
informaci se zda, ze nizké koncentrace kadmia u kapradiny podporuji translokaci arsenu, zatimco vyssi
koncentrace ji budou spiSe inhibovat. Z hlediska fytoremedia¢niho potencialu je to ziejmé piizniva
zprava, jelikoz koncentrace kadmia na vétSiné mist svéta neptesahuji hodnotu 5 mg/kg (Ku and
Andresen, 2016), takze inhibice translokace vysokymi koncentracemi by neméla byt prekazkou. Je vSak
dilezité mit na paméti, ze i jiné faktory mohou mit na translokaci vliv a pouzité koncentrace tedy nutné
nemusi byt jedinou pti¢inou odlisnych vysledki. Dilezitou roli budou nepochybné hrat také zkoumané
rostlinné druhy, dale naptiklad trvani experimentu a v neposledni fadé to, zda vyzkumnici zvolili

pestovani v hydroponii ¢i v pevném substratu.

5.2.2 Vliv na translokaci kadmia

Co se tyce plodin, je k dispozici opét studie na ryzi od Sun et al. (2008a), v niz bylo pozorovano snizeni
translokace kadmia do nadzemnich ¢asti pii koexpozici obéma prvkiim, ditlezité je vSak zminit, ze ryze
translokovala velmi nizké koncentrace kadmia i pii samotném oSetfeni, coz kopiruje situaci u

translokace arsenu.

U artycoku se translokace Cd do nadzemnich ¢ésti pii koexpozici obéma prvkiim snizovala s rostouci
davkou As v médiu (Sanchez-Pardo et al., 2015), coz lze povazovat za piesveédCivy dikaz inhibice
translokace kadmia vlivem arsenu u této rostliny. Zminény trend byl pozorovan i u hyperakumulatori
Cd Solanum nigrum (Sun et al., 2008b) a Bidens pilosa (Sun et al., 2009), kde u témét vSech pouzitych
koncentraci kadmia doslo pfi pfidani arsenu do substratu ke snizeni translokace, pticemz ¢im vyssi byla

koncentrace arsenu, tim niz$i byla translokace kadmia do nadzemnich ¢asti. Jedinou vyjimkou z tohoto
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pozorovani byla kombinace koncentraci 10 mg/kg Cd + 50 mg/kg As, ktera u Solanum nigrum méla za
nasledek podpofteni translokace kadmia do nadzemnich ¢ésti oproti rostlindm vystavenym pouze 10

mg/kg Cd (Sun et al., 2008b).

N4

translokaci kadmia do listl oproti jednoduché expozici, arsen tedy translokaci inhiboval. Naopak
Ronzan et al. (2017) pozorovali signifikantni zvySeni translokace kadmia vlivem arsenu, ackoliv
v samostatném i kombinovaném oSetfeni byla mira translokace Cd velmi nizka. Zameéteni tohoto
vyzkumu bylo spiSe na vliv Cd na toleranci rostlin k As, zfejmée i proto autofi zvySenou translokaci Cd
Site nediskutuji. Je mozné, Ze stejné jako u arsenu zde bude néjaka souvislost s fytochelatiny, nicméné
autofi nezkoumali komplexy PC-Cd, ale pouze PC-As, o jejich vlivu lze tedy v tomto piipadé pouze
spekulovat. Nejmarkantné€j$im rozdilem mezi témito dvéma vyzkumy je koncentrace pouzitych prvki a
jejich poméry (Tabulka 1), a to hlavné koncentrace arsenu, kterd byla ve studii Ronzan et al. (2017)

dvojnésobna oproti druhé studii.

5.3 Vliv na projevy toxicity

5.3.1 Rast
Inhibice ristu je Casto vysledkem vnitinich procest, které nejsou tak snadno vidét. Proto je prave rlst

vyznamnym indikatorem toxicity zkoumanych latek. Pokud rostliny vystavime vice toxickym prvkiim
zaroven, dalo by se predpokladat, ze toxicky efekt na rist bude znasobeny. To ale nemusi nastat

vzdycky, jelikoZ jeden z prvki mutize toxicky efekt toho druhého zmirnit (mitigovat).

Pro lidstvo velmi dtlezitou rostlinnou ¢eledi jsou lipnicovité, do kterych patii vyznamné obilniny. Tyto
druhy navic ¢asto patii mezi citlivé na toxicitu t€Zzkych kovt. U pSenice seté (Liu et al., 2007), ryze seté
(Sun et al.,, 2008a) a kukufice seté (Anjum et al., 2017) byla pozorovana inhibice rdstu pii
expozici As + Cd. U semenackd psSenice seté v hydroponickém médiu dochazelo se vzrlstajici
koncentraci arsenu i kadmia v médiu ke stale vyssi inhibici kliCeni semen a ristu semenackl, pticemz
kadmium mélo vyrazngjsi vliv nez arsen. Autoti zminuji, Ze koexpozice méla na inhibici kliceni semen
aditivni 0¢inek, tedy inhibice byla vys§i nez pti jednotlivém oSetieni. Naproti tomu ohledné ptirGistku
biomasy a prodluzovani kotfenll na sebe jednotlivé prvky pasobily antagonisticky (Liu et al., 2007).
U ryze seté byly né€které vysledky podobné, samostatné expozice arsenu i kadmiu mély za dasledek
inhibici rustu, pfi¢emz efekt kadmia byl opét silngjsi nez efekt arsenu. Pii koexpozici obéma prvki byl
arsen schopen mitigovat toxicky efekt kadmia na rist nadzemnich ¢asti (Sun et al., 2008a), coz
pravdépodobné souvisi s vySe zminovanou snizenou translokaci obou prvkt pii koexpozici. Silngjsi
efekt kadmia oproti arsenu pfi jednotlivych expozicich byl pozorovan také u kukufice seté, koexpozice
obéma prvkiim vedla k silnéj$i inhibici riistu nez jednotlivé expozice, tato inhibice zahrnovala naptiklad
ubytek biomasy, nizs$i prumeér stonku a nizsi pocet zrn v klasu, které zaroven mély niz§i pramérnou

hmotnost (Anjum et al., 2017). Autofi nemé&fili akumulaci ani translokaci, takze s témito parametry zde
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nelze porovnavat, nicméné pozorovali inhibici fotosyntézy, coz mize byt jednou z pticin inhibovaného
ristu. Vyznamna inhibice rlstu je vedle kontaminace potravniho fetézce dal$im problémem toxicity

tézkych kovi, jelikoz vede ke snizovani vynosii plodin.

Vyse zminovany mitigacni efekt byl kromé ryze pozorovan také u As-tolerantni Cynara cardunculus.
Kadmium v nizké koncentraci (5uM) bylo schopno Uplné zabranit arsenem zptisobené inhibici rlstu
kotfent v Sirokém spektru koncentraci arsenu, pricemz efektivita této mitigace byla lehce snizena pii
pouziti vysoké koncentrace arsenu (Sanchez-Pardo et al., 2015). Vysvétleni je mozné pomoci vyse
popisovaného ovlivnéni translokace (viz podkapitoly 5.2.1 a 5.2.2) a fytochelatinti. Autofi sice neméfili
obsah fytochelatind, ale je mozné, Ze nizs§i mira translokace Cd mohla byt zptisobena vyssi produkci PC
v ramci obrany proti toxicit¢ obou prvkd. Tim by Cd bylo ve vyssi mife sekvestrovano do vakuol
anebylo by tolik translokovano, zaroven As by translokovan byl, vzhledem k navrhovanému

mechanismu poskozeni As-vazebnych mist (podrobnéji podkapitola 5.2.1).

U As hyperakumulatoru Pteris vittata mame opét k dispozici n¢kolik vyzkumi. Xiao et al. (2008) a
Ronzan et al. (2017) se shoduji na zvySené inhibici ristu pii koexpozici As + Cd (ve vSech zkoumanych
koncentracich) oproti kontrolnim rostlinam i rostlindm vystavenym pouze arsenu. Ronzan et al. (2017)
kromé inhibice ristu pozorovali jesté zvySenou tvorbu listl, tyto listy vSak byly chlorotické a nemély
spravny vyvoj. Autoii Drava et al. (2012) se s vySe uvedenymi pozorovanimi ohledn¢ inhibice rstu ve
veétsin€é  koncentracich shoduji, pficemz nejvétsi pokles rlstu pozorovali pii kombinaci
667uM As + 267uM Cd, coz byla v této studii pro As nejnizsi a pro Cd nejvyssi pouzita koncentrace
(Tabulka 1).

Ovlivnéni ristu rostlin vlivem toxicity As a Cd bylo zkouméno i na n¢kolika hyperakumulatorech
kadmia. U Rorippa globosa, rostliny z Celedi brukvovitych, ktera je zaroveil As-exkluder, byla
zaznamendna zvySena mira ristu vlivem jednotlivé i kombinované expozice obéma prvkiim oproti
kontrole, avSak pouze v nizkych koncentracich, pfi rostoucich koncentracich toxickych prvka byl rtst
naopak inhibovan (Sun et al., 2007). Autofi tuto rostlinu vzhledem k jeji silné schopnosti akumulovat
Cd a vyluCovat As, ale také odolnosti vici nepfiznivym podminkam prostiedi, rychlému ristu nebo
kratkému Zzivotnimu cyklu, navrhuji jako idedlni pro remediaci ptd zneciSténych ob€ma prvky.
U Solanum nigrum pozorovali Sun et al. (2008b) zasadni sniZzeni miry ristu u naprosté vétSiny pouzitych
kombinaci koncentraci, pficemz pfi urcité koncentraci Cd se inhibice rlstu zvySovala s rostouci
koncentraci As, coz mize byt zpisobeno sniZzenou translokaci kadmia do prytu, v némz jsou
u hyperakumulatoru ucinngjsi detoxifikacni mechanismy. Autofi ovSem uvadi, Ze sniZena biomasa
rostlin mohla byt také ovlivnéna relativné malym mnozstvim dusiku v substratu pfi tomto experimentu.
U Bidens pilosa bylo pozorovano podpofeni ristu vlivem kadmia, pficemz vliv arsenu byl naopak
inhibi¢ni, a to v samostatné i kombinované expozici (Sun et al., 2009). Hyperakumulatory kadmia jsou

dobrymi kandidaty pro vyuziti v remediacich, i pfes inhibice ristu jsou autofi toho nazoru, ze zkoumané
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rostliny mély velmi dobrou toleranci ke koexpozici obéma prvkiim a navrhuji je proto jako vhodné

pro remediaci pid kontaminovanych As a Cd.

5.3.2 Cytohistologické zmény
Vyzkumy se shoduji na velmi podobnych poskozenich rostlin napfi¢ rostlinnymi organy pti koexpozici

arsenu a kadmiu. Prvotni zmény 1ze pozorovat u kofenového systému, ktery zkoumali Zanella et al.
(2016) u druhu Nicotiana tabacum. Tyto zmény se projevily jak na bunééné urovni, tak na urovni pletiv
postrannich kotfent, které autofi zkoumali. Pfi expozici kadmiu bez arsenu byla v meristematickych
buitkdch pozorovana piitomnost rizné velkych vakuol a jadra bun€k obsahovala vét§i mnozstvi
zmens$enych jadérek. Koexpozice obéma prvkim méla za nésledek velmi podobné zmény a poskozeni,
které se vSak projevily s niz$i intenzitou, coz autofi vysvetluji jako disledek snizené vakuolizace bun¢k
(Zanella et al., 2016). Na trovni primarni struktury kofent tabaku doSlo pfi vystaveni kadmiu
(samostatné i pii koexpozici s arsenem) ve snaze o vytvoreni mechanické bariéry k ztlusténi bunéénych
stén vlivem nadmeérné depozice ligninu v kortikalnich bunkach, dale k hypertrofii bun€k a jejich jader a
byla zaznamenana zvySena tvorba kofenovych vlaskt (Zanella et al., 2016). Tyto zmény mohou souviset
s navySenou akumulaci Cd pfi koexpozici a s tim spojenou snahou rostliny vytvofit co nejsilngjsi
mechanickou bariéru pro pohyb iontd v apoplastu, nicmén¢ autofi konstatuji, Ze v pfipade tabaku nebyla

tato strategie velmi uspésna, protoze v pletivech rostlin byly i tak pozorovany vysoké hladiny As i Cd.

Obdobné strukturni zmény jako u kotenti byly pozorovany i ve struktufe pletiv fotosyntetickych organti
Pteris vittata, pricemz pii expozici arsenu se pletiva zasadné neliSila od pletiv kontrolnich rostlin
(Obrazek 3) a zmeény se vyskytovaly hlavné pii expozici Cd, at’ uz samostatné nebo v koexpozici s As.
Ronzan et al. (2017) pozorovali pfi expozici Cd ztlustovani bunéénych stén vlivem zvysené depozice
kutinu v epidermalnich buinkach a depozice ligninu. V bazalni oblasti organu doslo ke ztlusténi
bunécnych stén ve vSech pletivech kolem stiedniho Zebra, véetné epidermis (Obrazek 3—F). Ve sttednich
a apikalnich oblastech doslo k hypertrofii parenchymatickych bunék lemujicich stfedni Zebro a
v dasledku toho k mechanickému poskozeni, az rozdrceni endodermis (Obrazek 3—G,H). VétSina zmén
pii koexpozici As+Cd byla obdobna tém, které nastaly pfi expozici Cd, avSak projevily se s vyssi
intenzitou, coz muZze souviset s popisovanou vys$si mirou translokace Cd do prytu pii koexpozici. Oproti
expozici Cd se pii koexpozici navic projevilo ukladani metaboliti v bunéénych sténach a
mezibunéénych prostorech parenchymu stfedniho Zebra. Primérna tloustka bunécéné stény
epidermalnich bunék byla pti koexpozici obéma prvkiim mensi nez u expozice Cd, nicméné i tak byla

témet dvakrat vy$si nez u kontrolnich rostlin, coz odpovida vysledkim translokace (Ronzan et al., 2017).
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Obrazek 3 — Zména stavby listu na prarezu bazalni (B, F, J), stfedni (A, C, E,G, |, K) a apikalni (D, H, L) oblasti ¢epele (A, E, 1) a
stfedniho Zebra (B-D, F-H, J-L) u Pteris vittata po oSetfeni Cd a Cd+As

A-D — kontrolni rostliny, E-H — rostliny osetfené 60uM Cd, I-L — rostliny oSetfené 60uM Cd + 100uM As

A — pficny prarez ¢epele s lalo¢natymi burikami v houbovitém parenchymu a s omezenymi mezibunécnymi prostory

B-D — stfedni Zebro ukazujici cévni svazek obklopeny endodermis

E — pFi¢ny prarez ¢epele s Sirokymi mezibunéénymi prostory

F — stfedni Zebro s velmi silnym ztlusténim bunécné stény ve vsech pletivech

G-H — hypertrofie v burikdch parenchymu (G), rozdrceni endodermis (G-H, Sipky v G) a ztlusténi bunécné stény v epidermis
| — zesilené mezibunécné prostory ve srovnanis E

J-L — stfedni Zebro se silnym ztlusténim bunécéné stény ve viech pletivech, hypertrofii v burikdch parenchymu (J), kolapsem
bunék parenchymu a rozdrcenim endodermis (K-L)

Méritko = 10 um (H), 20 um (G-I, K-L), 40 um (A-B, E-F, J) a 50 um (D)

Prevzato z Ronzan et al. (2017)

5.3.3 Fotosyntéza
Jak jiz bylo zminovano v samostatnych kapitolach o arsenu a kadmiu, toxicita tézkych kovli mé vliv na

mnohé fyziologické procesy a ani fotosyntéza neni vyjimkou. Anjum et al. (2017) pozorovali pfi
samostatném vystaveni kukufice arsenu ¢i kadmiu snizeni nejen Cisté rychlosti fotosyntézy, ale také
rychlosti transpirace a vodivosti priiducht. Efekt soucasné expozice byl takika totozny, s tim rozdilem,
ze pokles byl znatelngjsi. Také doslo k poklesu obsahu chlorofylu v listech, pficemz redukce chlorofylu
a (Chl a) byla vyraznéjsi nez redukce chlorofylu b (Chl b). Autofi navrhuji, ze vyraznéjsi redukce Chl a
oproti Chl b mohla byt zplsobena ionty Cd**, které rychleji degraduji Chl a oproti Chl b, coZ souvisi
s inhibici aktivity enzyml obsahujicich -SH skupinu dileZitych pro biosyntetickou drahu tetrapyrolu
vedouci k tvorbé chlorofylu (Anjum et al., 2017).
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5.4 Vliv na detoxifikaci

Aby rostlina zabranila diskutovanym poskozenim, ma k dispozici celou skalu obrannych mechanism,
mezi které patii napiiklad vySe uvedena tvorba mechanickych bariér depozici ligninu, dale sekvestrace
toxickych latek do vakuol, vylu€ovani exudatl, chelatace tézkych (polo)kovii pomoci fytochelatinti ¢i
zhaSeni ROS pomoci antioxidanti. Vystaveni rostlin vice toxickym prvkim zaroveil muze mit
za nasledek silnéjsi reakei rostliny, kterd vede k vyssi intenzité obrannych mechanismi. Prave to mize

byt jednim z divodl vzajemné mitigace toxickych ucinkt tézkych kovl a polokovi.

5.4.1 Fytochelatiny a sekvestrace do vakuol
Jak jiz bylo zminéno, fytochelatiny (PC) jsou jednim z hlavnich néstroji pro detoxifikaci tézkych

(polo)kovil v rostliné. Konkrétni frakce PC a jejich ptipadny pomér se lisi v z&vislosti na pouzitém
(polo)kovu. V kotenech rostlin Silene vulgaris pii expozici kadmiu ptevazovaly PC3, zatimco u kotenti
rostlin vystavenych arsenu byla spise ptevaha PC2. Rostliny, které¢ byly vystaveny ptisobeni obou prvkd,
mély obsah PC2 a PC3 v kofenech témét totozny, pouze u kombinace CdS + As40 (viz Tabulka 1) byla
znacna prevaha PC2 nad PC3 (Sneller et al., 2000). Autofi na posunu od pfevahy jednoho druhu PC pii
jednotlivé expozici ke kombinaci vice druhd PC pii koexpozici poukazuji na aditivni u¢inek As a Cd na
produkci fytochelatintl, jez je pravdépodobné dasledkem spolecného vyuzivani tohoto detoxikac¢niho
systému (Sneller et al., 2000). U rostlin tabaku osetfenych kadmiem byl pozorovan v nizké mife vyskyt
PC5 a ve vysoké mife PC3, ktery byl abundantni i pti sou¢asném osetfeni s arsenem. Rostliny oSetiené
pouze arsenem mély stejné jako u predchozi studie nejabundantnéjsi frakci PC2 (Zanella et al., 2016).
V prubéhu experimentu byl u tabaku pozorovan narist produkce fytochelatini u wild type i
transgennich rostlin s podpotenou expresi fytochelatinsyntazy (PCS), pficemz nejvyssi obsah byl méten
pravé u transgennich rostlin. Tyto rostliny byly diky podpofené produkci fytochelatinii schopny
efektivnéjsiho boje proti stresu zpisobenému tézkymi (polo)kovy — mély mensi inhibici rustu, vyssi
schopnost akumulace arsenu i kadmia a zvySenou miru sekvestrace kadmia do vakuol (Zanella et al.,
2016). Tvorba komplexti s arsenem byla pozorovana i u Pteris vittata (Ronzan et al., 2017). Autofi
pozorovali dvojnasobné mnozstvi PC-As komplext v kofenech oproti listim pfi expozici samotnému
As. U rostlin vystavenych obéma prvkim byla naopak koncentrace komplext 5% vyssi v listech nez
v kotenech, pfi¢emz nejcetnéjsi frakci byly komplexy s PC3. Dale se ukazala schopnost tvorby
komplexti s PC2 a PC4 v kofeni i nadzemnich castech pifi koexpozici. Predev§im tvorba komplexi
s delsim fetézcem (PC3 a PC4) byla siln¢ indukovana ptitomnosti Cd v médiu, coz ukazuje na vysokou
toxicitu kadmia pro Pteris vittata (Ronzan et al., 2017). Fytochelatiny s del$im fetézcem jsou spojovany
s adaptacnimi reakcemi vici tézkym kovlim u tolerantnich rostlin (Zhang et al., 2004). ZvySenou
syntézou PC v kotfenech vysvétluji Ronzan et al. (2017) skutecnost, ze rostliny byly pti koexpozici

schopny akumulovat vétsi mnozstvi As, ale translokace do listd byla snizena.
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5.4.2 Vylucovani exudatl

Dalsi moznosti vyporadani se s toxicitou tézkych (polo)kovil je jejich vylouceni (exudace) skrze listy.
Tyto exudaty mohou byt bud’ ve formé krystali nebo solného roztoku (Zanella et al., 2016; Ronzan et
al., 2017). Tato forma detoxifikace je oproti ostatnim méné efektivni, pfesto se k ni mnohé rostlinné
druhy v nékterych ptipadech uchyluji. O mensi efektivité vypovidaji vysledky od Zanella et al. (2016),
kteti u tabaku sice po dvou tydnech koexpozice As + Cd pozorovali vyloucené krystaly, ale tyto krystaly
neobsahovaly zkoumané toxické prvky. Po del§i expozici, kdyz uz byly prvky detekovatelné
v krystalech, se ukazala vyznamna role fytochelatinti. U transgennich rostlin tabdku s podpotenou
expresi fytochelatinsyntazy se pii expozici Cd + As (soucasné i samostatné) nikdy neobjevily zminéné
prvky ve vyloucenych krystalech, a to ani po 8 tydnech expozice. U wt rostlin tabaku bez podpoiené
exprese PCS se v krystalech po 5-6 tydnech pii samostatné expozici zacalo objevovat kadmium, pfi¢emz
u soucasné expozice arsen zbrzdil vylucovani kadmia o dalsi 2 tydny (Zanella et al., 2016). Vyzkumnici
navrhuji vysvétleni pomoci sekvestrace Cd do vakuol. V rostlinach s podpotenou expresi PCS byla pii
expozici kadmiu vysokd akumulace PC-Cd komplexti ve vakuolach, nebylo tedy tieba vylucovat
kadmium exudaty. Jelikoz pii koexpozici téchto rostlin obéma prvkim byla sekvestrace kadmia do
vakuol sniZen4, je podle autort zapotiebi hledat jiné vysvétleni. Vlivem koexpozice obsahovala pletiva
zvySené mnozstvi fytochelatintl, které tvotily komplexy s As i Cd, pravé komplexy PC-As mohly
kompetovat s PC-Cd pfi transportu do vakuol. PC-Cd komplexy, které zlistaly v cytosolu, mohly
nasledné byt transportovany floémem zpét do kofend a mohly vyvolat zvySenou akumulaci kadmia

v korenech téchto rostlin (Zanella et al., 2016).

5.4.3 Oxidativni stres a antioxidacni kapacita

Stresové plisobeni arsenu a kadmia vyvolava tvorbu ROS, ¢imz zptlsobuje oxidativni stres, ktery musi
byt nasledné mirnén aktivitou enzymatickych a neenzymatickych antioxidac¢nich systémui. Soucasna
pritomnost vice riznych potencialné toxickych prvkli mize sice zvysit miru poskozeni pletiv, ale také
muze posilit intenzitu obrannych mechanismti, coz mize ve vysledku negativni efekt zmirnit (Ronzan
et al., 2017). Vhledem k dostupnosti zdroji se tento odstavec bude zabyvat antioxidacni aktivitou
v nékolika druzich obilnin. U rostlin kukufice bylo pozorovano kontinualni zvySovani obsahu
enzymatickych i neenzymatickych antioxidantti (SOD, POD, CAT, APX, GPX, GR, GSH, AsA) v case,
a to pii soucasném i samostatném oSetieni As a Cd, ackoliv pii koexpozici byl efekt vyraznéjsi (Anjum
et al., 2016b). ZvySovani antioxida¢ni aktivity vlivem koexpozice obéma prvkim bylo pozorovano také
u ryze, zajimavé ovSem je, ze pii expozici jednotlivym prvkim se aktivita nejen enzymatickych
(SOD a POD), ale i neenzymatickych (GSH a AsA) antioxidantd v listech ryZe snizila (Sun et al.,
2008a). Tyto vysledky naznacuji, Ze oxidacni poskozeni zplisobené kadmiem muze byt skrze zvySenou
aktivaci obrannych mechanismi zmirnéno arsenem a naopak (Sun et al., 2008a). Vysledky vyzkumu na
pSenici koresponduji s témi na kukufici a ryzi pouze v piipadé peroxidazy, jejiz aktivita se zvySovala s

rostouci koncentraci arsenu i kadmia v hydroponickém médiu (Liu et al., 2007). Pro superoxiddismutazu
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a katalazu jsou vysledky o néco komplikovanéjsi, pti samostatné aplikaci As dochazelo s rostouci
davkou ke zvySovani aktivity SOD. Pti samostatné aplikaci Cd nejprve doslo k néartstu, ale pii vysSich
koncentracich byl zaznamenan pokles aktivity SOD, toto se projevilo i pii koexpozici s nizkou davkou
As. Pii koexpozici vysoké davky As s kadmiem se aktivita SOD snizovala s rostouci davkou Cd.
Aktivita kataldzy byla pfi nizké davee Cd (2 mg/l) pozitivné ovlivnéna zvysujici se davkou As a pfi
vyssi davce Cd (8 mg/l) negativn€ ovlivnéna zvysujici se davkou As (Liu et al., 2007). Aktivita
antioxidacnich enzymu se podle popisovanych vysledkti zda byt zavisla na davce toxického prvku ale i
rostlinném druhu. Autofi uvadi, ze hlavnim problémem u rostlin pSenice bylo to, Ze jejich antioxida¢ni
odpovéd’ nebyla spravné synchronizovdna a nebyly tak schopny ucinné zhaSet ROS, je mozné, Ze
vznikla toxicita pfi vysokych koncentracich prvkid uz byla pro rostliny natolik zdvazna, Ze nezvladaly

efektivné spoustét antioxidacni mechanismy.

6 ZAVER

Soubézna kontaminace prostiedi vice prvky, jako jsou arsen a kadmium, je zavaznym problémem
soucasnosti, je tfeba zkoumat rostlinné mechanismy a s tim spojené reakce na tento druh stresord.
Kombinovana expozice rostlin arsenu a kadmiu nemusi vzdycky znamenat znasobeni toxického ti¢inku,
ve skute€nosti je tomu v mnoha pfipadech praveé naopak —jeden t€zky kov mitiguje ucinek toho druhého.
Zajimava je naprosto ziejma citlivost As-hyperakumulatoru Pteris vittata vici kadmiu, coz ukazuje na
diametralné odlisné mechanismy toxicity obou prvkd. Nicméné je mozné, ze Pteris vittata bude piesto
mozné vyuzit pro fytoremediaci mist zneciSténych obéma prvky, alespont pokud by Cd bylo v nizké
koncentraci (napt. 5—-10 mg/kg). DalSim potencialnim kandidatem pro remediaci je As-tolerantni
Cynara cardunculus. Zminované Cd-hyperakumulatory S. nigrum, B. pilosa a R. globosa jsou také
navrhovany jako vhodné pro remediace mist kontaminovanych obéma prvky, a to navzdory zvysené
toxicité pti koexpozici, jelikoz rostliny mély i tak podle autord vyzkumu relativné vysokou odolnost.

Situace se tedy v tomto ohledu jevi vcelku pozitivng.

Zkoumané obilniny (ryze, kukufice, pSenice) maji spoleCnou vysokou citlivost k obéma prvkim,
pricemz ucinek Cd je pro né€ nicivejsi. U ryZe byla popsana mitigace toxického ti¢inku Cd na riist pomoci
As, coz pravdépodobné souviselo s inhibovanou translokaci. To je samo o sob& pfiznivou zpravou,
nicméné skute¢né dilezity je obsah toxickych prvkd v konzumovanych ¢astech rostliny, tedy zrnech,
coz je parametr, ktery autoii neméfili. Za vzajemnym mitigacnim efektem obou prvki muze stat
naptiklad zapojeni vyssi intenzity obrannych mechanismt, z nichz se jako jeden z klicovych faktort jevi
fytochelatiny. Cilem mé bakalarské prace bylo shrnout dostupné poznatky o vlivu koexpozice arsenu a
kadmia na rostliny. Toto téma je ve védecké literatute prozatim stale malo prozkoumané, s ¢imz souvisi

nevelké mnozstvi dostupnych vyzkumii, coz ale v zadném piipad€ nesnizuje jeho dulezitost.
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