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Abstrakt:

Thorium je prvek patiici mezi t€zké kovy, ktery je charakteristicky svoji radioaktivitou
podobné jako uran nebo radon. Thorium zatim neni prvek, ktery by byl v primyslu bézné
vyuzivan, ale vzhledem k jeho radioaktivnim vlastnostem ma velky potencial pro budouci
vyuziti na vyrobu jaderné energie. Diky tomu ale bude stale castéji dochazet k jeho uvolnovani
do pudy, vody a atmosféry a prostiednictvim rostlin by se pak mohl stat sou¢asti potravinového

fetézce a predstavovat tak zdvazna zdravotni rizika i pro ¢loveka.

Publikaci vénovanych thoriu a jeho vlivu na rostliny zatim neni mnoho. Vétsina z téchto
praci je pfitom zaméiend pouze na schopnosti rostlin akumulovat thorium a piipadné také
sleduji distribuci thoria v rostlinném téle. Dosud ale dle mych udajii chybi prace, kterd by

sledovala, jaky vliv ma thorium na fyziologické vlastnosti rostlin.

Za modelovy organismus byl vybran druh Nicotiana glutinosa (L.), sttedné akumulujici
thorium, péstovany hydroponicky. Hoaglandova Zivnd média se liSila pfitomnosti thoria,
kyseliny vinné, putrescinu a fosfatl. V prvni Casti prace jsem sledovala akumulaci thoria
rostlinami tabaku pod vlivem vySe zminénych modifikaci média. Ve druhé ¢asti jsem sledovala
vliv thoria na fotosynteticky aparat (obsah fotosyntetickych pigmentli, rychld fluorescence
PSII), na detoxifikaéni mechanismy: aktivitu enzyml (askorbatperoxiddza, kataldza,
peroxidaza, glutathion-S-transferaza) a akumulaci prolinu. Ve tieti ¢asti jsem pak sledovala vliv

jednotlivych modifikaci média na vySe vyjmenované fyziologické parametry.

Deficience fosforu v médiich zpusobila ptiblizné 10x vyssi akumulaci thoria rostlinami.
Avsak vybrany druh N. glutinosa nema schopnost dostate¢né akumulace Th pro fytoremediaci
kontaminovaného prostiedi. Aplikace putrescinu na listy vedla k vyssi translokaci thoria do
nadzemnich ¢asti rostlin, zatimco vliv kyseliny vinné na akumulaci thoria rostlinami nebyl
prokazan. Pfitomnost thoria zpiisobila v rostlindch zvysSeni obsahu fotosyntetickych pigment,
ale téz sniZzeni hodnot vybranych fluorescencnich parametri. Déle také vedla ke zvySeni
akumulace volného prolinu a ke snizeni aktivity n¢kterych vybranych antioxida¢nich enzymt.
Exogenni aplikace putrescinu projevila potencial ve fytoremedia¢nich metodach pro podporu

translokace tézkych kovii do nadzemnich ¢ésti rostlin.

Klicova slova: antioxida¢ni enzymy, fluorescence, fosfat, fytoremediace, fyziologicky stres,

kyselina vinna, prolin, putrescin, ROS, Thorium,



Abstract:

Thorium is an element belonging to heavy metals, which is characterized by its
radioactivity similarly to uranium and radon. Thorium is not commonly used in industry, but
becouse of its radioactive properties it has a great potentional for future use in nuclear
energetics. Thus, increasing release of Th into the soil, water and atmosphere can be expected
in near future and through plant biomass it could become a part of food chains and webs and,
thus, to represent a considerable health risks to humans. Studies devoted to research on thorium
and its effects on plants has not been published much yet. The majority of these studies focus
mainly only on plant abilities to accumulate thorium and/or monitoring distribution of thorium
in plant body. But till now, a study is still missing, which would monitor the effect of thorium

on the physiological characteristics of plants.

Plants of Nicotiana glutinosa (L.) medium Thorium accumulatin were hydroponically
cultivated Hoagland nutrient media differedin the presence of thorium, tartaric acid, putrescine
and phosphates. In first part of the present study I monitored accumulation of thorium by
tobacco plants under the influence of the above-mentioned modifications of media. In the
second part, | studied the Th effect on the photosynthetic apparatus (contents of photosynthetic
pigments, rapid fluorescence PSII,) and on detoxification mechanisms: activity of enzymes
(ascorbate peroxidase, catalase, peroxidase, glutathione-s-transferase) and proline
accumulation. In the third part | observed the effect of different modifications of the above-

mentioned media on the above listed physiological parameters.

Deficiency of phosphorus in the medium caused about 10-times higher Th accumulation
in plants. However, the selected species — N. glutinosa does not have ability to accumulated
Th enough for phytoremediation of contaminated environment. the application of putrescine on
leaves lead to higher Th translocation to shoots but the effect of tartaric acid on Th
accumulation was not observed. The presence of thorium in plants caused an increase in
contents of photosynthetic pigments and a decrease in values of selected fluorescence
parameters. Also an increase in accumulation of free proline and a decrease in the activity of
antioxidant enzymes were observed as a consequence of Th presence in the media. Exogenous
application of putrescine showed a potentional in phytoremediation methods to support

translocation of heavy metals to shoots.

Key words: antioxidant enzymes, chlorophyll, fluorescence, phytoremediation, proline,

putrescine, ROS, stress physiology, tartaric acid, Thorium
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Seznam zkratek:

ABTS - 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulphonic acid)
APX - askorbatperoxidaza

CAT - katalaza

CDNB - 1-chloro-2.4-dinitrobenzen

Ch, Sh - &erstva hmotnost, sucha hmotnost

DCNB - 1,2-dichloro-4-nitrobenzen

dH20 - destilovana voda

DMF - dimethylamid kyseliny mravenci

Fo - minimalni hodnota fluorescence

Fm - maximalni fluorescence

Fv - variabilni fluorescence

Fv/Fm - pomér mezi variabilni a maximalni fluorescenci
FV/Fo - pomé&r mezi variabilni a minimalni fluorescenci
GPX - guajakolperoxidaza

GR - glutathionreduktaza

GST - glutathion-S-transferaza

PNBC - 4-nitrobenzyl chlorid

PNBoC - 4-nitrobenzoyl chlorid

PUFA - polynenasycené mastné kyseliny

PUT - putrescin

PX - peroxidaza

ROS - reaktivni formy kysliku

SOD - superoxiddismutaza

Sv - sievert, jednotka radiace

TA - kyseliny vinna

Th - thorium

TRIS - 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

UEB AVCR - Ustav experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky
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1. Uvod

Tezké kovy vcetné radionuklida jsou piirozenou soucasti zivotniho prostiedi. V ptirodé
bézné nalezneme mista s vySSi koncentraci tézkych kovl, ovSem tyto kovy jsou vézané
V horninach, a jako takové jsou pro rostliny jenom tézko dostupné. Prostfednictvim lidské
¢innosti ale jiz celd staleti dochazi k uvoliovani téchto kovli zZ nedostupné formy sloucenin,

¢imz se stavaji snadnéji dostupné pro vSechny zivé organismy.

Zvysujici se zajem o vyuzivani tézkych kovi, ale téz potieba fosilnich paliv, jejichz
nedilnou soucasti jsou t€zké kovy vcetné radionuklidd, ziejme souvisi se zvysujici se populaci
lidi, ale téz se zménami Zzivotniho stylu lidi, které vedly po tisicileti a staleti K rozvoji
zemé&dé€lstvi a primyslu. Kovy (hlavné méd’, stiibro a zinek) byly jednémi z prvnich surovin,
které lidé zacali vyuzivat a to jiz na konci doby kamenné pfiblizn€ pted 6500 lety. Od této doby
vyuzivani tézkych kovl neustava, naopak, jejich potieba se neustale zvySuje. Od primyslové
revoluce také dochazi ke stale vysSimu vyuzivani fosilnich paliv, coz vedlo ke stile vétSimu

znecist'ovani zivotniho prostiedi tézkymi kovy vcetné radionuklidit béhem poslednich 300 let.

Ptimé vyuzivani radionuklidi (pfedevsim uranu) a s tim spojena kontaminace zivotniho
prostiedi je vysadou az posledniho stoleti, kdy se zacal zejména uran vyuzivat v jaderné
energetice. Znedisténa tizemi radionuklidy najdeme také v Ceské republice. Jedna se zejména
o uranov¢ haldy, které¢ vedle uranu obsahuji také vysoké mnozstvi thoria, ten je mnohdy
Vv haldach obsaZen ve vyssi koncentraci nezli samotny uran. Tyto haldy jsou nachylné k erozim,
diky kterym muze op&tovné dochazet k uvoliiovani radionuklidii do prostfedi. Proto je nutné
haldy stabilizovat a uchranit je tak proti erozim napi. pomoci obnovy vegetace. Pro rekultivaci
radionuklidy kontaminovaného prostiedi je vhodné vyuzit rostlinné druhy, které jsou schopné
akumulovat velké mnoZstvi kovll ve své stélce a translokovat je do nadzemnich ¢asti rostlin.
Tyto hyperakumulujici druhy tedy mizeme vyuzit pro fytoremediaci kontaminovanych ploch,

kdy dochazi k odstranovani kovu z pudy za pomoci rostlin.

Thorium zatim neptedstavuje kov, ktery by mél Siroké vyuziti, naopak jeho vyuZzivani
Vv dnesni dobé je spiSe sporadické, coz je ziejme zplusobené strachem, ktery radioaktivita
vyvolava. Nicméné se jedna o prvek, ktery ma znac¢ny potencidl pro budouci vyuziti v jaderné
energetice. Proto jsem se ve své praci zaméfila pravé na tento kov, jehoZ spotieba se v blizké
dobé¢ bude zcela jisté zvySovat a spolu s tim se také bude zvySovat plocha kontaminovana timto
kovem. V predlozené diplomové praci se jednak vénuji schopnosti druhu tabaku Nicotiana

glutinosa (L.) akumulovat thorium ve své stélce a téz sledovani stresovych fyziologickych
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markert, které indukuji, jaky vliv ma thorium na tyto rostliny a jak rizné faktory ostieni rostlin

mohou odpovéd’ rostlin tabdku zménit.

1.1. Cile prace

1. Vyhodnotit vliv sledovanych faktoru oSetieni (fosfatova vyZziva, pridani kyseliny
vinné do média a postiik putrescinem) na akumulaci Th v rostlinach Nicotiana

glutinosa (L.) a jejich organech.

2. Vyhodnotit odpovéd’ Nicotiana glutinosa (L.) na pfitomnost Th v médiu na irovni
fyziologickych markeri:
- obsahu vody v rostlinach
- vybranych parametrii fotosyntetického aparatu

- detekce oxidativniho stresu

3. Vyhodnotit, jak bude odpovéd’ rostliny na Th na drovni fyziologickych markeru
ovlivnéna raznymi faktory oSetieni rostlin (fosfatova vyziva, pfidani kyseliny vinné

do média a postiik putrescinem)

1.2. Hypotézy
1. Pfitomnost Th v rostlin€ zpiisobuje vznik oxidativniho stresu.
2. Akumulace Th v rostling vede ke snizovani obsahu fotosyntetickych pigmentt.
3. Pfitomnost organickych kyselin v médiu povede ke zvySovani obsahu Th v rostliné.

4. Osetieni polyaminy postiikem nadzemnich ¢asti rostlin povede k niz§i akumulaci Th v

rostlinach.  Vyssi koncentrace putrescinu vede k niz§imu pfijmu Th kofeny.

5. Absence fosfatovych iontd v médiu povede k vyssi akumulaci Th



2. Literarni uvod

Ionizujici zafeni je pfirozenou soucasti prirody a vesmiru a my mu tedy nemizeme
uniknout. RozliSujeme dva typy ionizujiciho zéfeni, a to kosmické a pfirodni zafeni. Kosmické
zatreni dopadajici na Zemi pochazi jednak z vesmiru, ale také piimo ze Slunce. Kosmické zafeni
je tvoreno predevsim protony (jadry helia) a ty po vstupu do atmosféry interaguji s atomy prvki
obsaZzenych v atmosféie za vzniku tzv. kosmogennich radionuklidd (napf. tritium *H, uhlik
14C). Ptirodni zafeni je tvofeno dvéma typy radionukliddi. A to primérnich radionuklidéi (*°K,
232Th, 25U a 28U), které jiz byly soucasti vybuchu supernovy na po¢atku vzniku nasi sluneéni
soustavy. Ztéchto radionuklidii v jejich rozpadovych ftadach vznikaji tzv. sekundarni
radionuklidy (napt. 222 Th, 2*3Pa), které maji mnohem kratsi polo¢as rozpadu. Dodnes zname
tii rozpadové fady a to thoriovou, uranovou a aktinouranovou rozpadovou fadu (ATSDR 1999,

Musilek 2012).

Priblizné¢ 80 % zcelkového zafeni, kterému jsme vystaveni je piirodniho nebo
kosmického ptivodu, ale toto Cislo se ziejmé bude v disledku zvySujiciho se podilu umelé
radioaktivity a v disledku vyuzivani a zpracovavani pfirodnich radionuklidt snizovat, pficemz
celkové ozafeni se miZze zvySovat. Vzhledem k nadénému vyuzivani thoria v jaderné
energetice se da ocekévat, Ze se bude zvySovat ozafeni v mistech t€zby thoria. Nyni primérna
svétova expozice ozafeni je 3,5 mSv za rok, ale jiz dnes existuji mista, napf. v blizkosti hald,

kde tyto hodnoty piekracuji i 100 mSv za rok.

2.1. Thorium

Thorium je pfirozené se vyskytujici mirn€ radioaktivni prvek, ktery se vyskytuje po
celém svété. Radime ho spolu s uranem mezi primarni (neboli pivodni) radionuklidy a diky
jeho vysoké hustoté - 11,7 g-cm® ho zaroven fadime mezi tézké kovy (viz kap. 2.4.1.). Thorium
je prvek, ktery je v malém mnozstvi pfitomen ve vSech horninach, pudach nebo ve vodé

a Vv nizkych koncentracich je také ptitomny ve vSech Zivych organismech.



2.1.1. Historicky objev thoria

Prvni zminky o Thoriu pochazi z roku 1828, kdy jej objevil §védsky chemik Jons Jakob
Berzelius, ktery jej pojmenoval Thorium podle skandinavského boha hromu Thorovi. Ov§em
na radioaktivni vlastnosti thoria jako prvni upozornil az roku 1898 v Berlin¢ Gerhard C.
Schmidt a nezavisle zhruba o tfi mésice pozd&ji ve Francii také Marie Curie popsala
radioaktivitu tohoto prvku. Schmidt jiz v té dobé poukazoval na podobné chovani thoria
a uranu. Pfedpokladal, Ze za podobnou aktivitu miZe vysoka relativni atomova hmotnost obou
prvki (kterou odhadl jako 240 g-mol™ pro uran a 232 g-mol™ pro thorium). Relativni atomova
hmotnost thoria se ale podatila prokazat az roku 1909 (Fry a Thoennessen 2013).

2.1.2. Fyzikalné-chemické charakteristiky thoria

Thorium je druhym prvkem z fady aktinoidt. Jedna se o slabé radioaktivni kov, ktery
nema z4adny stabilni izotop. Vice nez 99 % thoria se v piirodé vyskytuje ve formé 232Th. Dale
se v piirodé vyskytuji izotopy 2*Th (s polo¢asem rozpadu 24 dni), 2*'Th (s poloéasem rozpadu
1,06 dni), 2°Th (s polo¢asem rozpadu 7 000 let), 22Th (s polo¢asem rozpadu 1,9 let) a 2?’Th
(s polo¢asem rozpadu 18,7 dni). Polo¢as rozpadu majoritniho izotopu 2*2Th je téméf 14 mld.
let. Dodnes jiz bylo objeveno celkem 33 izotopt thoria 206-238, z nichz ale vétSina byla
vyrobena uméle, ale predpoklada se, Ze jich mtize existovat jesté dalsich 70 (ATSDR 1990, Fry
a Thoennessen 2013).

Elementarni thorium je stfibfité bily leskly kov s elektronovou konfiguraci [Rn]: 7s? 5f°
6d2. Jeho elektronegativita dle Paulinga je 1,3. Elementarni thorium maé protonové &islo 90
a vyskytuje se pouze v oxida¢nim stavu +4. Jedna se tedy o silny kationt, ktery s dal§imi prvky
ochotné vytvaii slouceniny. Proto také v piirodé nemlzeme najit Cisté elementarni thorium

(Roos a Jakobsen 2007, Suchara et al. 2007).

2.1.3. Vyskyt thoria

Thorium se do Zivotniho prostfedi uvoliuje piirozené prostfednictvim vulkanické
¢innosti a erozi. Stale cCastéji se thorium uvoliiuje do prostifedi také prostiednictvim

antropogennich ¢innosti - spalovani fosilnich paliv, zpracovavani rud, t€Zzba uranu a thoria



(ATSDR 1990), ale rovnéz pouzivanim fosfatovych hnojiv, kterd obsahuji vysoka mnozstvi

uranu a thoria (Roos a Jakobsen 2007).

Dlouho se myslelo, Ze thorium je vzacny prvek, ale ukazalo se, ze se na Zemi vyskytuje
v pomérné vysoké koncentraci, primémé 9,6 mg-kg'. Jeho koncentrace v zemské kiife
odpovida piiblizné poloviéni koncentraci celkového mnozstvi olova (16 mg-kg?) a zhruba
dvojnasobné koncentraci arzenu (5 mg-kg™). V porovnani s uranem (2,5 mg-kg?) je potom
thorium v zemské kiie piiblizné 3x hojné&jsi (Patniak 2003, Ragheb 2011).

Thorium je rozsitené po celém svéte, ovSem jeho nejvetsi zasoby jsou v Indii, Brazilii,

Australii a USA. Celosvétove zasoby thoria shrnuje tabulka 1.

Staty tun
Indie 846 000
Brazilie 632 000
Australie 595 000
Spojené staty Americké 595 000
Egypt 380 000
Turecko 374 000
Venezuela 300 000
Kanada 172 000
Rusko 155 000
Jihoafrickd republika 148 000
Cina 100 000
Norsko 87 000
Gronsko 86 000
Finsko 60 000
Svédsko 50 000
Kazachstan 50 000
Ostatni zem¢ 1725000
Svét celkem 6 355 000

Tab. 1.: Odhadované zdroje thoria (ptevzato z World Nuclear Association)

Doposud zatim nemame piesné informace o zasobach thoria v Ceské republice.
Nicméné sledovanim jeho obsahu v piid€ se v rdmci prace vénované biochemickému prizkumu
lesti vénovali pracovnici z VUKOZ, v.v.i.. Obrazek 1 znazorfiuje obsah thoria v piidnim
horizontu A, ktery byva také oznacovan jako humusovy horizont. V tomto horizontu dochazi
K promichavani organické hmoty s mineralni ¢asti ptidy. Obrazky 2 a 3 znazornuji koncentrace
thoria v ptidnim horizontu B, ktery byva oznacen jako anorganicky horizont. Tento horizont

byl v praci rozdélen na svrchni (obr. 2) a spodni (obr. 3) horizont (VUKOZ, v.v.i.).



Z map je patrné, ze mnozstvi thoria v nadloZznim humusu je v celé republice velice

nizké. Jeho maximalni koncentrace v jihodeském a usteckém kraji nedosahuji ani 10 pg-g™.

4 v

Ale koncentrace thoria v anorganickém horizontu pidy je jiz mnohem vyssi, pfi¢emz nejvyssi
mnozstvi thoria bylo zjisténo v Karlovarském kraji a na Vysoc¢ing, kde dosahovalo vyssi

koncentrace nez 160 nug-g™.
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Obr. 1.: Koncentrace thoria v lesnim humusu (pievzato z VUKOZ, v.v.i.)
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Obr. 2.: Koncentrace thoria v lesich ve svrchni &asti padniho horizontu B (ptevzato z VUKOZ, v.v.i.)
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Obr. 3.: Koncentrace thoria v lesich ve spodni ¢asti ptidniho horizontu B (ptevzato z VUKOZ, v.v.i.)

Tato prace se ale vénovala pouze sledovanim mnozstvi thoria v lesnich ptidach a tak
muzeme predpokladat, Ze na naSem Gzemi najdeme pldy a rudy, které budou obsahovat vyssi
mnozstvi thoria, podobné jako napiiklad v Indii. Na sledovani obsahu thoria v ¢eskych
masivech se ve své praci zamé&fil Golias (2002). Nicméné ve své praci detailné sledoval pouze
7 mist, kde se vyskytuje thorium, proto stale nemame piesné informace o celkovém mnozstvi
thoria na naem uzemi. Nejvyssi obsah thoria naméfil v lokalité Brtna pobliz Dolniho Zandova,

kde sledovany material obsahoval 126-542 mg-kg™* Th.

Thorium je na rozdil od uranu $patné rozpustné ve vodé€, coz je dano jeho velkou
reaktivitou, kterd vede k tvorbé komplexi s dal$imi prvky. Jeho obsah v motiské vode je
pramérné 7 pg-17. O to vyssi mnozstvi thoria ale najdeme v piskach, zejména v monazitovych
piskach, které jsou nejdilezitéjsim zdrojem thoria. Monazitové pisky [(Ce,La, Th,Nd,Y)PO4]
jsou fosfore¢nany vzacnych zemin, které mohou obsahovat az 26 % thoria, vV priméru ale
obsahuje 6-7 % Th. Thorium se vyskytuje i v dalsich vzacnych mineralech jako je thoranit
(ThOy), ktery obsahuje az 88 % thoria, thorit (ThSiO4) 64,1 % nebo brannerit obsahujici az 47
% thoria (Suchara et al. 2007, Ragheb 2011).



3.1.3. Antropogenni vyuziti thoria

Thorium zatim nemd moc Siroké vyuziti, coZz je dano ziejm¢ obavami z jeho
radioaktivity. Pro antropogenni vyuziti thoria se pouzivaji zejména monazitové pisky, ze

kterych se ziskdvaji prvky vzacnych zemin a thorium tak ptedstavuje odpadni produkt.

V primyslové vyrobé je vyznamné vyuzivani zejména oxidu thori¢itého. ThO; je
vysoce nerozpustnou a teplotné stabilni slouceninou, jehoz teplota tani je 3300 °C. Tyto
vlastnosti ho tak ptredurcuji k vyuzivani ve vyrob¢é material, od nichz se ocekava vysoka
tepelna odolnost. Oxid thoricity se pouziva naptiklad Kk vyrobé keramiky, skla nebo tavicich
kelimka, které musi byt teplotné vysoce odolné. Dale se také pouziva na vyrobu zihaci
puncochy pro plynové osvétleni nebo se znéj vytvari elektrody, které se pouZzivaji pro
obloukové svarovani. Malé mnozstvi thoria se ptidava také do slitin hot¢iku, coz vede ke
zvySeni mechanické odolnosti materidlu. Takové slitiny se potom pouzivaji naptiklad
Vv leteckém primyslu nebo v kosmonautice. VSechny tyto produkty jsou ale uréené zejména pro

primyslové a laboratorni pouziti (ATSDR 1990, Patniak 2003).

Ovsem vyuziti ThO2 mize byt také vice praktické, jelikoz se pouziva ve sklafském
pramyslu. Sklafi pfidavaji thorium do skloviny, ¢imz docili zvySeni indexu lomu a snizeni
rozptylu svétla vyrobeného skla. Z takto vyrobeného skla se ndsledné vyrabi naptiklad cocky,

které se pouzivaji do fotoaparati nebo laboratornich pfistroju (Saxena et al. 1991).

Thorium se vedle uhliku, olova nebo uranu také vyuziva k radiometrickému datovani
stafi hornin. Naptiklad Hall a Henderson (2001) pouZili datovani pomoci uranu a thoria k uréeni
stari jezer v Antarktidé. Thomas et al. (2009) pomoci uranového a thoriového datovani byli
schopni urcit nejen stafi fosilnich koralt, ale také dokézali namodelovat zvySujici se a snizujici

se hladinu mofi v ptedposlednim interglacialu (pted zhruba 137 000 lety).

OvSem nejvétsi potencial thoria, je v jeho vyuzivani jako paliva na vyrobu jaderné
energie. Vyzkum a vyvoj thoriem pohanénych jadernych reaktori je v plném proudu. Nejvice
se timto vyzkumem zabyvaji zemé, které maji velké nerostné bohatstvi thoria — Cina, Austrélie,
USA, Rusko, ale také rozvojové zemé jako je Indie, Brazilie nebo Turecko, které jednak maji
velké nerostné bohatstvi thoria, ale pfedev§im nemaji prakticky zadné zdroje uranu. Thorium
tak pro né& predstavuje ,,levnou” alternativu, jak ziskat energii (Unak 2000). Nejdal se ve
vyzkumu vyuziti thoria dostali v Indii, kde dnes jiz stoji jaderna elektrarna, pohanéna i thoriem

— Kalpakkam.



Izotop thoria 2*2Th jako samotny neni $t&pitelny. Aby se mohl vyuZit jako palivo, musi
se nejprve zménit na izotop s lichym poctem neutronti. To znamena, ze nejprve musi izotop
232Th zachytit neutron, aby se postupné pfeménil na 23U, ktery jiz je §tépitelny. Tuto pfeménu
znazornuje rovnice (Nuttin et al. 2005):

232 + 1n —233Th —» 233pg —» 233
B (22,3 min) B (27 dni)
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Vyhodou thoria na produkeci energie je, ze thorium je oproti uranu pfiblizné 3 x hojnégjsi,
je mén¢ radiotoxické a jeho tézba je ekonomictéjsi nez tézba uranu. Dalsi vyhodou je, ze
vSechny vzniklé produkty pii preméné 2%2Th na 23U jsou kratkodobé a mohou tedy byt také
vyuzity na tvorbu energie. Vyhoielé palivo diky tomu nebude tolik radioaktivni (v porovnani
s uranovym palivem) a bude tedy pfedstavovat mensi nebezpeci. Vibec nejvétsi vyhodou ale
je, ze thorium je oproti uranu leh¢i prvek, ktery je pomérné stabilni, takze je prakticky nemozné

vyuzit ho k tvorbé jadernych zbrani (Unak 2000, IAEA 2013, Ashley et al. 2015).

2.2. Fytoremediace

Na planeté je zatim malo mist, ktera by byla kontaminovana thoriem. Tato mista
bychom dnes nasli pfedev§$im v Indii. Ale zneéisténi thoriem se bude zvySovat spolu s jeho
vyuzitim v jaderné energetice, z tohoto divodu je dilezité se jiz dnes zabyvat tim, jaky vliv
bude mit thorium na rostliny a jak ho budou rostliny pfijimat a transportovat do nadzemnich
¢asti, ¢cimZ mu oteviou cestu i do potravinového fetézce Zivocichl veetné ¢lovéka. Dllezité je
také zjistit, jaké Gpravy hluSiny povedou k vys$Simu piijmu thoria do rostliny a co ovliviiuje
jejich translokaci do nadzemnich ¢asti, coz by mohlo vést k vyuzivani rostlin k odstraiiovéani

nadbyte¢ného mnozstvi thoria z ptdy.

Fytoremediace je souhrnny nazev pro metody odstraiiovani kontaminanti (té¢Zké kovy,
radionuklidy, herbicidy, pesticidy, barviva, léky, detergenty) z prostiedi pomoci rostlin.
Ptestoze fytoremediace jsou pomérné novym a aktudlnim tématem vyzkumu, ve svété se jiz
vyuzivaji bézné rostliny Kk ¢isténi kontaminovanych pid a vod (Huang et al. 1998, Lee a Yang
2010, Mihucz et al 2008).

Termin fytoremediace oznaCuje vSechny metody vyuzivani rostlin ke stabilizaci,

akumulaci nebo rozkladu nebezpecnych kontaminantd, jako jsou tézké kovy, metaloidy,
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polycyklické aromatické uhlovodiky a radioaktivni slouceniny, které zatézuji Zivotniho
prostfedi (Sharma a Pandey 2014). Fytoremediace by tak mohla byt alternativou k dnes
vyuzivanym klasickym zptsoblim odstranéni kontaminujicich latek z prostiedi za pomoci tézké
techniky, coz je draha metoda, kterd vede k intenzivnimu narusovani zivotniho prostiedi.
Hlavni vyhodou fytoremediace je praveé Setrny pristup k piirod¢. Diky fytoremediaci v pidé
vzrustd mnozstvi organického uhliku, ktery stimuluje aktivitu mikroorganismi. A jak jsem jiz
psala, oproti klasickym zptisobim dekontaminace pomoci t¢zké techniky se jedna o levny
zpusob dekontaminace prostiedi, ktery predpokladd vyuzivani zndmych agrotechnickych
postuptt bézné pouzivanych pii zemédélském hospodatreni. Diky témto vlastnostem, jsou

fytoremediac¢ni metody pozitivné vnimany Sirokou vefejnosti.

Fytoremediace ale ma také n¢kolik nevyhod oproti klasickym metoddm dekontaminace.
Hlavni nevyhodou je nutna biologicka ptistupnost kontaminant z vody a pidy do rostliny.
Dalsi nevyhodami jsou velkd casovd naroCnost (Casto pomaly rlst, nizky transport
kontaminantti rostlinou a ¢asto i mala velikost vhodnych rostlin schopnych akumulace velikého
mnozstvi kontaminanti v biomase) a moznost ovlivnéni prubéhu dekontaminace zménou
zivotnich podminek (dostupnost vody, Zivin). A jako dal$i velkd nevyhoda potom byva
vnimana ,,neschopnost® rostlin odstranit 100 % kontaminujicich latek z prostedi (Kucerova et

al. 1999, Sharma a Pandey 2014, Vang¢k et al. 2002).

Fytoremedia¢ni metody, ackoliv si jsou podobné, lze podle metodického postupu

rozdélit do dvou velkych skupin — fytodekontaminace a fytostabilizace.

2.2.1. Fytodekontaminace

Fytodekontaminace zahrnuje soubor metod, které vedou k odstranéni kontaminanti

Z pudy a vod.

2.2.1.1. Fytoextrakce

Tato metoda nékdy byva také nazyvéna jako fytoakumulace. Metoda je zalozena na
pfijmu kontaminantl, zejména t€zkych kovi kofeny rostlin a jejich nasledné translokace
a akumulace v nadzemnich organech rostlin. Aby mohla byt pouzita tato metoda, musi rostliny

pfijimat velké mnozstvi kovil z plidy do kofenli a musi je translokovat do nadzemnich ¢asti.
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Zaroven by také mély produkovat velké mnozstvi nadzemni biomasy a samoziejmé by mély
tolerovat velké koncentrace kovli nahromadéné v jejich biomase. Takovym rostlindm fikame

hyperakumulatory.

Vyhodou této metody je diky sklizni vytvoiené biomasy trvalé odstranéni kontaminantii
z pudy. Kromé toho je mnozstvi odpadniho produktu, ktery se musi zlikvidovat, podstatné
mensi oproti konvencnim metodam. Pouziti hyperakumulujicich druhii je ale omezeno
pomalym rtistem rostlin, mélkym kofenovym systémem a nizkou produkci biomasy. Proto jsou
tyto metody vhodné spiSe na ,,do¢ist'ovani pid (Rascio a Navari-1zzo 2011, Sharma a Pandey
2014).

Dnes jiz existuji dvé prace, které se zabyvaly fytoakumulaci v mistech s vysokym
obsahem Th. Prvni prace (Hinton et al. 2005) sledovala akumula¢ni schopnosti dominantnich
druhti stromi, které rostly v mokiadech kontaminovanych uranem a thoriem v Jizni Karolin¢.
Mezi vybranymi dievinami existovaly vyznamné rozdily ve schopnosti akumulovat Th a U
(nejméné Th, resp. U akumulovala borovice kadidlové (Pinus taeda) — 0,2 mg-kg™ resp. U 0,3
mg-kg?, nejvice Th akumulovala tupela lesni (Nissa sylvatica) — 6,2 mg-kg?, nejvice U
akumulovala ambroti lesni (Liquidambar styraciflua) — 8,2 mg-kg™). Nicméné viechny druhy
stromu byly schopné akumulovat pfiblizn€¢ 10x vy$$i mnozstvi Th a U neZ je bézné udavano

pro rostliny. Proto autofi navrhli, Ze by se mohlo jednat o pfirozenou fytoremediaci prostiedi.

Druhé prace (Mihucz et al. 2008) se jiz zabyvala fytoremediaci opusténych uranovych
byly druhy Populus nigra, Populus canescens, Populus alba, Quercus pubescens, Eleagnus
angustifolia a Robinia pseudoacacia, Tyto stromy mély zabranit erozim pidy a jejimu
odplaveni. VSechny stromy akumulovaly pomérn¢ velké mnozstvi U (v rozmezi 28,7-1045
ng-gt )i Th (v rozmezi 2,62-73 ng-g™*) v listech. Nejvyssi mnozstvi obou radionuklidii byly
namé&feno V listech topolt. Nejniz§i mnozstvi U resp. Th potom bylo naméfeno v listech dubu.
Autofi tyto vysledky vysvétluji velmi pomalym riistem dubu a naopak rychlym ristem topoli.
Mimoto druh P. canescens byl jedinou dievinou, ktera se na haldach vyskytovala piirozené,

proto ji povazuji za U, Th-hyperakumulujici rostlinu.

K fytoextrakci je vhodné vyuziti 1 bylin. Naptiklad Kotschau et al. (2014) sledovali
mozné vyuZiti slunecnice v ptidach znecisténych uranem v Némecku, které obsahovaly 7,75
ng-gt U. Zjistili, ze slune¢nice je vhodnou rostlinou pro fytoremediaci piid znegisténych

uranem a dal§imi t€zkymi kovy. Maximalni extrakce vSech tézkych kovu (Cd, Co, Cr, Cu, Fe,

12



Mn, Ni, Pb, Th, U, Zn) z kontaminované pudy bylo dosazeno po 140-170 dnech. Jako hlavni
vyhodu vyuziti slune¢nice vidi jeji mozné dalsi vyuziti jako biopaliva, protoze sklizeny material
muze byt pouzit pro vyrobu energie. To by mohlo pfispét ke snizeni péstovani bioenergetickych
rostlin prvni generace na orné pud¢, ktera by méla slouzit predevSim pro péstovani rostlin
urenych ke krmnym a potravinarskym ucelim. Podobnou praci na akumulaci uranu

slune¢nicemi provedli také Mihalik et al. (2012).

2.2.1.2. Rhizofiltrace

Rhizofiltrace je podobna metoda jako fytoextrakce, pouze rostliny jsou pouzivany pro
¢isténi podzemnich, povrchovych a odpadnich vod za ucelem odstranéni kovll nebo jinych
anorganickych sloucenin rozpustnych ve vodném prostiedi. Pro tento zpUsob
fytodekontaminace je idealni pouzit rostliny S rychle rostoucim kofenovym systémem. Hlavni
nevyhodou této metody je nutnost predpéstovani rostlin a jejich pravidelna sklizen a likvidace

(Sharma a Pandey 2014).

Rhizofiltrace se ukézala jako zvlasté¢ vhodnd pti zachytu radionuklidd, které byly
akumulovany koteny rostlin Phaseolus vulgaris. Fazole byly ptedpéstovany v hydroponickych
médiich a po tfech tydnech byly ptesazeny do vody uméle kontaminované uranem nebo cesiem
(v rozmezi 100-700 p-17%) bez piidavku dalsich hnojiv. Po 72 hodinich rostliny obsahovaly
317-1019 x vice (v zavislosti na koncentraci, ve které rostly) uranu a cesia neZ byla pocate¢ni
koncentrace obou prvkll v rostlindch. Pficemz vétSina uranu a cesia (az 95 % z celkové
akumulovanych prvkill) byla imobilizovéna v kofenech. Tato studie tak potvrdila, Ze fazole ma
dobrou schopnost pro rhizofiltraci vod kontaminovanych uranem a/nebo cesiem (Yang et al.

2015).

2.2.1.3. Fytovolatilizace

Fytovolatilizace zahrnuje pouziti rostlin k pfetransformovani kontaminujicich latek
(organické slouceniny jako trichlorethen, ale 1 anorganické latky, které ma;ji t€kavé formy jako
nékteré kovy) pfijatych kotfeny do t€kavych forem a jejich naslednou transpiraci do atmosféry.
Vyhodou je, ze jsou tyto latky prevedeny na méné toxickou formu, ale nevyhodou je jejich

uvolnéni do atmosféry (Sharma a Pandey 2014).
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Tato metoda neni vhodna pro odstraiiovani radioaktivnich prvki z pudy, ale jiz se
vyuziva pro odstranovani nékterych tézkych kovi, napt. arzenu pomoci kapradiny Pteris vittata

(Sakakibara et al. 2010).

2.2.1.4. Fytodegradace

Fytodegradace také oznacovand jako fytotransformace se pouziva k odstranovani
organickych polutantl z piidy a vod za pomoci rostlin a s nimi asociované mikroflory. Tento
proces zahrnuje degradaci slozitych organickych molekul na jednoduché molekuly. Jeho
vyznam spociva hlavné v népravé/odstraiiovani organickych necistot jako jsou chemicka
barviva, herbicidy, ropné latky, detergenty apod. (Sharma a Pandey 2014). Napiiklad prace
Al-Baldawi et al. (2015) se zabyva degradovanim nafty, uvolnéné do podzemnich vod pomoci
trvalky sitiny Scirpus grossus. Tato rostlina byla schopna v umé¢lych podminkach degradovat
81,5 % ropnych uhlovodikl ve vod¢ kontaminované 0,1 % nafty. OvSem tato degradace je
ziejm& umoznéna diky interakci sitiny s bakteriemi, které usnadiiuji rozklad ropnych

uhlovodiki. Tato metoda vyuzivajici i bakterie se potom nazyva rhizodegradace.

2.2.1.5. Rhizodegradace

Néekdy byva oznaCovéana jako fytostimulace. Jednd se o degradaci kontaminantl
vV kofenech rostlin, nebo v rhizosfére. Piedpokladd se, Ze samotny rozklad provadi
mikroorganismy (bakterie, houby a aktinomycety), které jsou soucasti rhizosféry. Rostliny do
pudy vylucuji rizné cukry, aminokyseliny a enzymy, které stimuluji rist mikroorganismi a ty
jsou potom schopné degradovat riizné organické polutanty (Sharma a Pandey 2014, Al-Baldawi
et al. 2015).

2.2.2. Fytostabilizace

Fytostabilizace je proces vyuZzivajici rostliny, resp. kofenovy systém rostlin ke
znehybnéni kontaminujicich latek v padeé a ve vodé. Tento proces vede ke snizeni mobility
kontaminantli a zabraniuje jejich migraci do podzemnich vod, ¢imz zaroven sniZuje jejich
biologickou dostupnost do potravinového fetézce. Fytostabilizace se pouziva hlavné u kovy
zne€isténych pud a mize mit podobu akumulace (zabudovani kovt do rostlinnych struktur),

srazeni nebo redukce kovl (pfevedeni na nerozpustnou formu). Naptiklad Andreazza et al.
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(2011) hodnotili potencial vyuziti podzemnice olejné (Arachis pintoi) rostouci na vinicich,
které Casto byvaji kontaminované meédi. Zjistili, ze podzemnice je vhodnou rostlinou pro
fytostabilizaci a fytoextrakci takovych mist, protoze rostliny dosahovaly vysoké produkce
biomasy v kontaminovanych pudach a tak byly schopné pomémné velk¢é mnozstvi médi

akumulovat v kofenech. Rostliny byly schopné odstranit az 2500 g-ha™ médi.

Vyhodou samotné fytostabilizace proti ostatnim fytoremediatnim metodam jsou
zmeny, které jsou indukované rostlinou, a které vedou ke zménam v chemismu ptdy. Rostliny
tak nemusi kontaminanty akumulovat v biomase, takZe neni nutna likvidace biomasy jakozto

nebezpecéného odpadu (Sharma a Pandey 2014).

O fytoremediacich se toho stile zatim mnoho nevi, pfedevSim stidle nezndme mozny
potencial riiznych druhti rostlin k ¢isténi kontaminovaného prostfedi. Nicméné jiz pomérné
dlouho jsme schopni vyuzivat fytoremedia¢ni schopnosti nékterych rostlin, a to napiiklad
k ¢isténi odpadnich vod a pfirodnich koupalist, tzv. biotopti, nebo k pfirozenym remediacim
byvalych dold a hluSin, které tu zistaly po t&zb&é. O mozZnostech vyuziti rostlin k ,,docisténi*
mist kontaminovanych radionuklidy mame zatim omezené mnozstvi informaci. Pfedlozena
prace se pokusi prispét k pochopeni této problematiky a to zejména vysvétlenim, jak miizeme

podpofit vyssi pfijem a akumulaci thoria v rostlinach a jeho translokaci do nadzemnich ¢asti.

2.3. Vliv thoria na fyziologii rostlin

Zatim existuje pomérné malo praci, které by se v€novaly vlivu thoria na rostliny. Prvni
préce, které se vénuji thoriu, se zabyvaji jeho potencialem, jakoZto moZného prvku, ktery by se
dal vyuzit v jaderné energetice. Tyto €lanky pochéazi ze 70. let 20. stoleti. Nejstar$i mné
dostupné prace, kterd popisuje akumulaci né¢kolika prvki vcetné thoria riznymi skupinami
rostlin (zejména liSejniky a mechy, ale také nékterymi nahosemennymi a krytosemennymi
rostlinami) pochdzi z roku 1974 (Horovitz et al. 1974). AvSak dal$i prace zabyvajici se thoriem
a rostlinami se zacinaji objevovat teprve koncem 90 let 20. stol. Celkem se mi podaftilo sehnat

pouze 20 praci, které by odpovidaly tomuto tématu, piicemz 7 praci je mladsi vic jak 5 let.

Thorium je pro rostliny neesencialni prvek, coZ znamena, Ze ho ke své existenci viibec
nepotiebuji. V pidé byva obsaZen sice v pomérné nizkém (primérné 9,6 mg/kg), ale urcité ne
v bezvyznamném mnozstvi. Thorium byva v piidé€ ¢asto vazano v anorganickych slouceninéch,

Vv takovém stavu ovSem neni pro rostliny biologicky dostupné a proto se s toxicitou zplisobenou

15



thoriem ve volné piirodé téméet nesetkdme. Naproti tomu vyssi mnozstvi biologicky dostupného
thoria, které se vyskytuje naptiklad na uranovych haldach, ale také jako soucést fosfatovych
hornin, z nichz se vyrabi fosfatova hnojiva (Roos a Jakobsen 2007), by mohlo vést k jeho vyssi
akumulaci rostlinami. Thorium by se tak mohlo stit soucésti potravniho fetézce Clovéka.
Nejspis proto se naprosta vétSina dostupnych praci, ktery byly dosud publikovany, zabyva

akumula¢nimi experimenty.

V praci zaméfené pouze na thorium Zararsiz et al. (1997) sledovali, jak se méni
biologickd dostupnost Th v zavislosti na kyselosti pudy. Autoii sledovali mnozstvi
naakumulovaného Th ve dvou druzich rostlin (jeémen Hordeum vulgare a vikev Vicia sativa),
které predstavuji dulezity zdroj potravy v Turecku. Rostliny rostly v kyselé (pH 5) nebo
zasadité (pH 8) pud¢, obohacené o Th (4500 ppm). V obou piipadech autofi zjistili, Ze pH ma
velky vliv na akumulaci Th rostlinami. Zatimco v zasadité pudé jeémen resp. vikev
akumulovaly v nadzemnich ¢astech rostlin 6,2 resp. 7,6 ppm Th, tak v kyselych pidach to bylo
jiz 10,2 resp. 11,2 ppm Th. Velky vliv pH substratu na biologickou dostupnost thoria v roce

2010 potvrdili také Guo et al. (2010), kteti provedli akumulaéni experimenty na psenici.

Dalsi prace byly zaméfené na distribuci Th v rostlin€. VétSina z téchto praci pfitom byla
orientovana na kulturni plodiny - borivky, okurka a pept, 16 druhii 1é¢ivych rostlin, pSenice,
zelenina a ovoce (15 druhtl) a tabak (Morton et al. 2002, Unak et al. 2007, Oufuni et al. 2011,
Shtangeeva et al. 2005, Sathyapriya et al. 2012, Soudek et al. 2013).

Morton et al. (2002) se zaméfili na akumulaci Th a U v nadzemnich ¢éstech bortvek,
které jsou zndmé svoji schopnosti akumulovat té¢Zké kovy. Boriivky rostly v albanskych horach
V misté s pfirozend vy$sim obsahem Th (42 pg-g?t) a U (22 pg-g?). Celkové naakumulované
mnozstvi prvku se mezi stonkem a listem v piipadé U téméf neliSilo, ale v ptipadé Th se tento
pomér vyznamné liSil ve prospéch listii. Na zakladé téchto vysledki autoti vyslovili hypotézu,
ze thorium je na rozdil od uranu v rostlinach vice mobilni prvek. Ke stejnym vysledkiim dospél
1 Oufuni et al. (2011), ktery sledoval pfijem Th do nékolika druht 1é¢ivych rostlin, které se

pouzivaji k 1é€b¢ hypertenze a diabetu.

V pracich Shantgeeva et al. (2004, 2005, 2006), které byly vypracovany na psenici,
v praci Unak et al. (2007), kde sledovali piijem U a Th u okurek a pepfovniku, nebo v praci
Sathyaptiya et al. (2012) provedené na riznych druzich zeleniny, doSli autoii k Céastecné
odliSnému zavéru. VSechny prace nezavisle na rostlinném druhu dokumentovaly snizujici se

akumulaci Th smérem od kotfent pfes stonky az k listim, resp. plodiim. Predpokladaji tedy, ze
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mobilita Th je velmi mala a smérem K listim se snizuje. Napiiklad Sathyaptiya et al. (2012)
sledovali akumulaci thoria u riznych druhii zeleniny a ovoce, které rostly v thoriem
kontaminované ptad¢ na polich v jizni Indii. Zjistili, ze nejvyssi koncentrace thoria obsahovaly
rostliny tvofici hlizy (kolokazie, maniok, jam), pficemz thorium se akumulovalo zejména
v hlizach. Naproti tomu nejméné¢ pak bylo thorium akumulovano v ovocnych

a zeleninovych plodech (banany, papdja, rajcata, tykev nebo fazole).

Zajimava byla také prace Unak et al. (2007), kde sledovali ptijem nejen thoria, ale také
uranu u dvou kulturnich rostlin — okurka a peptovnik. Pro svoji studii si autofi vybrali pravé
tyto dva druhy, protoze se jedna o rostliny, jejichz plody se konzumuji prakticky na celém svété
a ve vSech socidlnich vrstvach. Rostliny byly péstovany v ptidé uméle kontaminované uranem
nebo thoriem v mnozstvi 263, 1316 a 2633 ppm. Reakce rostlin na oba prvky se vyrazné lisila.
Pepiovnik péstovany v nejniz§im koncentraci uranu i thoria v ptdé prospival a oproti kontrole
rostl vyrazné 1épe, ale vyssi koncentrace uranu jiz nepiezil. Okurka se jevila jako druh vice
vzrostla, ale dafilo se ji vyrazné hif nez kontrole, vyssi koncentrace uranu také nepftezila.
Naproti tomu v ptipadé thoria byl u okurky pozorovan negativni vliv az u rostlin, které rostly
Vv pudé s nejvyssi koncentraci thoria. Ale i v této koncentraci rostliny stale rostly. Podobnou
reakci sledovali také u pepfovniku. Vzhledem k tomu, Ze tento pokus trval cely rok, tak se také
vénovali, vlivu thoria na tvorbu plodi. MnoZstvi plodi bylo u thoriem nejméné ovlivnénych
rostlin mirn€ vyssi oproti kontrole, ale s vyssi aplikaci thoria se mnoZstvi plodii snizovalo. Zda

se tedy, ze mirné stresové podminky mohou nékteré rostliny spise posilit — tzv. efekt hormeze.

Nicméné vSechny vyse uvedené prace prezentuji v kofenech 10x az 100x vy$$i mnoZstvi
akumulovaného Th oproti nadzemnim ¢astem rostlin. Je zndmo, Ze koteny rostlin jsou schopné
akumulovat vysokd mnozstvi riznych prvkl a predstavuji tedy prvni pfirozenou bariéru pro
transport kovu veetné radionuklidi, ktera chrani nadzemni ¢4sti rostlin (Shtangeeva et al. 2005).
V ptipad¢ thoria se ale jednd o velmi dobrou bariéru. To je zpiisobeno fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi thoria. Thorium se vyskytuje pouze ve 4 valentni formé. Jedna se tedy o silny
kationt, ktery je povazovan za vysoce reaktivni, nepohyblivy a Spatn€ rozpustny ve vodé
(Oufuni et al 2011). Diky témto vlastnostem je thorium malo mobilni a snadno se vdze na
zaporn¢ nabitd mista bunécné stény. Presto stile zatim nevime prostiednictvim jakého
pfenasece je thorium pfijimano do rostlin, ale vzhledem k tomu, Ze si je chemicky podobny
s uranem, tak miizeme piedpokladat, Ze budou oba prvky ptijimany stejnymi pienaseci. OvSem

ani v piipadé uranu zatim nezname pienasec, ktery je odpovédny za jeho transport do bunék.
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Mihalik et al. (2012) ve své praci o fytoextrakci uranu slunecnicemi sledovali piijem
a translokaci uranu a Zeleza v rostlinach péstovanych v kontaminované pude. V experimentu
zkoumali vliv aplikace kyseliny vinné na pifijem a translokaci uranu, zinku a zeleza. V piipad¢
zeleza a uranu pozorovali stejné chovani, tedy jednak dochéazelo k niz§imu piijmu obou prvkii,
ale zaroven dochazelo k jejich vyssi translokaci do nadzemnich casti rostlin, na rozdil od zinku,
ktery byl stale nejvic akumulovan v kofenech. Na zékladé¢ tohoto pozorovani navrhli hypotézu,
ze by pfijem a translokace uranu mohly probihat prostfednictvim transportéru pro zeleznaté
ionty. Soudek et al. (2013) na zaklad¢ této hypotézy a na zakladé svych pozorovani, kdy zjistil,
ze deficience zeleza vede k vySSimu pfijmu thoria rostlinami tabaku, navrhl, Ze vzhledem
k chemické podobnosti thoria a uranu, by za pfijem a translokaci thoria mohl byt odpovédny
tentyz prenase¢ zeleznatych iontl. Vice se touto hypotézou zabyvali Wang et al. (2015), ktefi
sledovali vliv dvoumocnych kovovych kationtd na akumulaci thoria v rostlinach Brassica
juncea, péstovanych v hydroponickych médiich. Zjistili, Ze Zn?* nemél Zadny vliv na
akumulaci thoria, proto predpokladaji, Ze transport thoria neprobiha pes Zn?* kanaly. Ale Fe?*
ionty inhibovaly akumulaci thoria v kofenech. Tyto vysledky tak jsou v souladu s vysledky
zjiSténymi Soudkem et al. (2013) a ukazuji, Ze by thorium skute¢né¢ mohlo byt pfijimano

pfenaSeci pro zeleznaté ionty.

Vlivu akumulace thoria na pfijem a akumulaci dalSich prvkl v rostlinach pSenice si
vs§imali i Shtangeeva et al. (2005). Zjistili, ze koncentrace thoria se béhem experiment v listech
moc neménila, ale v porovnani s kontrolou se vyznamné meénily koncentrace dalSich prvka -
rostliny oSetfené¢ Th mély vyssi obsah sodiku a niz8i obsah Zeleza a vapniku. OSetieni rostlin
thoriem mélo také vyznamny vliv na koteny, kde bylo pozorovano vyznamné sniZzeni obsahu
vapniku. Vyssi akumulace thoria tedy vedla k vyznamnému sniZeni obsahu vapniku ve vSech
organech (to by mohlo byt zptisobené schopnosti thoria vytésnit vapnik z jeho vazeb). Kromé
toho ale také doslo k vyznamnému zvySeni poméru K/Na v listech. Ackoliv tedy nedochazelo
k vyznamné translokaci Th do listd, tak pravé listy byly &asti rostliny, ktera nejcitlivéji

reagovala na thorium a to zménou obsahu Zivin.

Ovsem toxicky Ucinek thoria zavisi pfedev§im na celkovém mnoZstvi akumulovaného
thoria v rostlinach. Jeho dostupnost a schopnost translokace muze byt ovlivnéna riznymi vlivy
prostiedi, jako jsou deficience fosforu, pfitomnost organické kyseliny v rhizosféfe nebo

arbuskularni mykorhiza.

Na mozny vliv arbuskularni mykorhizy na pfijem a akumulaci thoria rostlinami
upozornili Roos a Jakobsen (2007). Rostlina Medicago truncatula byla péstovana v pfitomnosti
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a v nepritomnosti arbuskuldrni mykorhizy. VSechny rostliny byly hnojeny fostatovou horninou
sedimentarniho piivodu, ktera pochazela z Minjingu v Cing. Hornina obsahovala pomé&mé
vysoké mnozstvi Th (270 mg-kg™) a U (370 mg-kg™). Mezi rostlinami nebyl pozorovan rozdil
v piijmu fosforu, ale rozdil v koncentraci Th, Al, Fe a U v nadzemnich ¢astech byl zna¢ny (ve
stejném poradi prvkl 350x, 180x, 80x a 30x vyssi koncentrace V rostlinach nemykorhiznich ve
srovnani s mykorhiznimi rostlinami). Mykorhizni rostliny vykazovaly mnohem mensi ptenos
tézkych kovi z kofene do nadzemnich ¢asti rostlin. Mykorhizni houby jsou pro rostliny dtlezité
pro svoji schopnost uvoliovat esencialni kovy z fosfatovych hornin (Smith et al. 2004), ale
z vysledku také vyplyva, Ze mykorhiza mize vést ke snizeni absorpce kovii a umoznit tak rist
rostlin i v prostfedi kontaminovaném tézkymi kovy, ¢ehoz se da s vyhodou vyuzit v zemédélské

vyrobg.

Vyznamny vliv, ktery miize vyrazné ovlivnit biologickou dostupnost thoria pro rostliny,
m¢éla ptitomnost fosfatd. Pfidavek fosfati do média mél za nasledek okamzity pokles celkového
mnozstvi naakumulovaného thoria v rostlinach pSenice (Guo et al. 2010), Nicotiana tabacum

(Soudek et al. 2013) a Brasica juncea (Wang et al. 2015, Zhou et al. 2016).

Také ptidavek organické kyseliny (viz kap. 3.4.2.) vyrazné ovlivnil piijem a translokaci
thoria v rostlinach. Jako prvni testoval vliv nizkomolekularnich organickych kyselin (kyselina
citrébnova, kyselina Stavelova a kyselina vinnd) pfidanych do médii na akumulaci thoria
rostlinami Soudek et al. (2013). Rostliny tabaku rostly v hydroponickém médiu obsahujici
0,25 mM thoria a 0,5 mM organické kyseliny. V listech sice nepozorovali zddné¢ zmény
v celkovém obsahu thoria, ale v kofenech bylo pozorovano vyrazné zvySeni mnoZstvi
naakumulovaného thoria, zejména v pfitomnosti kyseliny citronové a kyseliny vinné. Ale
v praci Wang et al. (2015), kde sledovali také vliv rtiznych hydroponickych podminek na
akumulaci thoria v rostlinach Brassica juncea, dosli k opa¢nému vysledku. Ptitomnost
organické kyseliny (kyselina citronova, kyselina $tavelova a kyselina mlécnd) vedla sice

K niz§imu piijmu thoria do kofenu, ale k jeho vyssi translokaci do nadzemnich ¢asti rostlin.

Soudek et al. (2013) ve své praci sledovali také plisobeni polyamint (zejména
putrescin), kterymi byly oSetfovany listy tabaku, rostouci v médiu obsahujici 0,1 mM thoria. U
rostlin, které byly stfikany polyaminy, doSlo ke sniZzeni akumulovaného thoria ve vSech
organech. Vysledky tedy prokazaly, Ze polyaminy mohou ovlivnit pfijem thoria rostlinami, ale
sami autofi upozoriiuji, Ze niz§i akumulace Th rostlinami mohla byt také zpisobend zvySenim
pH média po ptidani polyamind, proto se jim nepodatilo prokazat pfimy vliv polyamini na
akumulaci thoria.
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Vsechny vySe zminéné prace se zabyvaly akumulaci thoria na trovni orgdnt rostlin.
Teprve letos v bieznu vysel prvni ¢lanek (Zhou et al. 2016), ktery se zabyva distribuci thoria
na urovni bun¢k. Rostliny Brasicca juncea rostly v hydroponickych médiich s 0,05-0,5mM
pfidavkem thoria. Vysledky ukdzaly, Ze Th se pfednostné akumuluje v bunéénych sténach, poté
V plasmatické membrané a cytosolu a nejmensi mnozstvi thoria se akumuluje v jednotlivych

organelach a dalSich kompartmentech. Bunééna sténa obsahuje zdporné nabitd mista, fosfaty

a proteiny, na které se thorium ptednostné vaze (viz obr. 4). Proto bunécna sténa a jeji slozeni

Obr. 4.: Buriky primarni kiry kofene B. juncea; A,B - kontrolni rostliny; C,D - rostliny rostouci v pfitomnosti Th
(0,5mM) po dobu 14 dni; $ipky oznacuji mista, kde se srazi Th, W - bunééna sténa, Mi — mitochondrie (pievzato
z Zhou et al. 2016)

Vyssi koncentrace thoria (0,5 mM) v médiu vedla k deformacim kofenovych bungk,
zejména k deformacim bunécné stény a k poskozeni mitochondrii, které byly jakoby napuchlé
(viz obr. 5). V bunkach list sice nebyly pozorovany zadné deformace na tirovni bunééné stény
nebo chloroplasti, ale struktura tylakoidi byla oproti kontrole naruSend a mitochondrie byly

opét ve srovnani s kontrolou ,,nateklé“ (viz obr. 6).
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Obr. 5.: Buiiky primarni kiiry kofene B. juncea; A,B,C — kontrolni rostliny; D,E,F — rostliny rostouci v ptitomnosti
Th (0,5mM) po dobu 14 dni; W — bun&éna sténa, Mi — mitochondrie, Ne — jadro, V — vakuola (pfevzato z Zhou et
al. 2016)

._:"\

. N o = Pt ke |
Obr 6.: Bunééna struktura mezofylovych bunék listt B. juncea; A,B,C — kontrolni rostliny; D,E,F — rostliny
rostouci v ptitomnosti Th (0,5mM) po dobu 14 dni; W — buné¢na sténa, Mi — mitochondrie,Ch — chloroplast, Ne
—jadro, V — vakuola (pievzato z Zhou et al. 2016)

Vysledky této prace potvrzuji, Ze se rostliny s nizkym mnozstvim thoria v médiu umi
velmi dobfe vypotadat, tyto koncentrace dokonce podpotily jejich rist. Ale vysoké koncentrace

thoria vedly k omezeni ristu rostlin v disledku poskozeni organel.

Praci se zcela odlisSnymi vysledky publikovali Evseeva et al. (2011). Sledovali vliv
thoria a uranu na reprodukéni schopnosti borovice lesni (Pinus sylvestris), ktera rostla pfirozené

Vv oblasti, kde se uklada hlusina ze zpracovani uranové rudy. Za experimentalni rostlinu si
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vybrali borovici, protoze jehlicnaté stromy jsou povazovany za rostliny, které citlivéji reaguji
na zafeni nez krytosemenné rostliny. Ve sledovaném misté se nachazely stromy s maximalnim
stafim kolem 30 let. Pro experiment si vybrali 12-15 let staré stromy, které byly vystavené 12x
vysSimu mnozstvi radioaktivity nez rostliny z kontrolniho stanovisté. Radiace ve srovnani
s kontrolnimi stromy vedla prokazateln¢ ke snizeni hmotnosti nadzemni biomasy, ke snizeni
zivotaschopnosti semenacki (prvnich 30 dnt prezilo pouze 12 % semenacki) a k poklesu
reprodukéni schopnosti rostlin. Tento pokles byl dan zvySenym mnozstvim jalovych semen
v SiSce (60 % semen bylo jalovych ve srovnani s kontrolnimi stromy, kde jich bylo jalovych

jenom 10 %) a zvySenou Cetnosti cytogenetickych poruch semen.

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, ze thorium v nizkych koncentracich mize ptsobit
jako pozitivni faktor, ktery stimuluje rostliny k rastu, ale ve vysSich koncentracich plsobi
toxicky. Z tohoto duvodu je dilezité sledovat rizné modifikace média/pudy, které ovlivni
prijem thoria rostlinami. Ja se ve své praci budu zabyvat vlivem deficience fosforu, ptitomnosti

kyseliny vinné v hydroponickém zivném médiu a postiikem putrescinu na listy.

2.3.1. Fosfor a dostupnost radionuklidi pro rostliny

Fosfor je pro rostliny esencialni makroprvek, ktery potfebuji ke svému zivotu. Je
soucasti mnoha pro rostliny klicovych molekul, jako jsou nukleové kyseliny, fosfolipidy nebo
makroergni slouc¢eniny (ATP). Anorganicky fosfat se pak také podili na regulaci nékterych
enzymatickych reakei.

V pudé se fosfor vyskytuje v omezeném mnoZstvi. Po dusiku se jedné o druhy nejcastéji
limitujici prvek pro rostliny. Rostliny fosfor pfijimaji z ptidniho roztoku ve formé fosfatového
aniontu H2PO4. Ten je ve vodé pomérné malo rozpustny a v pudé byva silné¢ vazan na ionty

kovi, které jsou adsorbovany na negativné nabitém povrchu pudnich ¢astic (Pavlova 2005).

Nedostatek biologicky dostupného fosforu v pidé vede vzemédélstvi casto
k nadbyte¢nému hnojeni pid. Pro vyrobu fosfatovych hnojiv se pouzivaji fosforitova hnojiva,
kterd jsou vulkanického nebo sedimenta¢niho piivodu, ale Castéji se pouzivaji horniny
sedimentacniho ptivodu. Tyto horniny vedle fosforu obsahuji také velké mnozstvi t€zkych kovli
a radionuklidii, zejména uranu a thoria. Prostfednictvim fosfatovych hnojiv tedy dochézi

k uvolnovani radionuklidi zpét do biologického cyklu (Roos a Jakobsen 2007).
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Fosfor vytvaii s tézkymi kovy a radionuklidy stabilni fosfaty. Dochazi tedy k jejich
mineralizaci, ktera vede ke snizeni jejich biologické dostupnosti do rostlin (Guo et al. 2010).
Proto se zda, Ze bychom mohli kontaminované pidy oSetfit aplikaci fosfatd, abychom snizili
biologickou dostupnost tézkych kovii. Nicméné¢ museli bychom zajistit, Ze se bude jednat

0 ,,Cisté* fosfatové hnojivo, které¢ nebude kontaminované dalSimi prvky.

2.3.2. Nizkomolekularni organické kyseliny a dostupnost radionuklidti pro

rostliny

Nizkomolekularni organické kyseliny se vyznacuji nizkou molekulovou hmotnosti.

Patii mezi n¢ kyseliny octova, mravenc¢i, maselna, jable¢na, $t'avelova, vinna atd.

Nizkomolekularni organické kyseliny maji pro rostliny velky vyznam. Rostliny mohou
zvySenou tvorbou organickych kyselin reagovat na nedostatek esencialnich prvkt. U rostlin
rostoucich v deficienci esencidlnich prvki dochdzi ke zvySené syntéze a akumulaci
organickych kyselin v listech a v xylému. Pfitomnost organickych kyselin v xylému vede
k vyssi translokaci esencialnich prvkl z kofenti do nadzemnich c¢asti rostlin. Naptiklad fepa
obecna (Beta vulgaris), ktera rostla v hydroponickém médiu v nedostatku Zeleza, zvysila
mnozstvi organickych kyselin v xylému a v listech oproti kontrole pfiblizné 2-3X

(Lopéz-Millan et al. 2001).

Rostliny maji také schopnost vyluCovat organické kyseliny do rhizosféry a tim ji
ovlivitovat. Exudace nizkomolekularnich organickych kyselin kofeny do rhizosféry vede ke
snizeni pH pidy a nasledné k uvolnéni riznych prvka z jejich vazeb, coZz umoziuje jejich
snadn&j$i absorpci kofeny rostlin. Pravé tato vlastnost organickych kyselin — schopnost
uvoliovat ruzné prvky, naptiklad t€Zké kovy a radionuklidy z jejich vazeb, je dnes cCasto
zkouména v souvislosti s fytoremediacemi. Organické kyseliny totiz mohou byt jednou
z modifikaci, ktera povede ke zvySeni desorpce téZkych kovii z pidniho roztoku a umozni jejich
snaz$i absorpci rostlinami. Tato modifikace pidy by mohla vést ke zvySené akumulaci tézkych
kovili rostlinami. Experimentalné se vliv organickych kyselin na vyssi ptijem tézkych kovl
potvrdil naptiklad pro uran. Rostliny rodu Brassica byly péstovany v pid¢ s vyssim obsahem
uranu. Vysledky této prace ukézaly, Ze pfitomnost organické kyseliny (zejména kyselina
citronova) vedla ke zvySenému piijmu uranu rostlinami (Huang et al. 1998). Také prace

Mihalika et al. (2010) ukazala, Ze kovy-tolerantni rostliny slune¢nice (Helianthus annus) a vrba
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(Salix sp.), které rostly v kontaminované pudé a byly zalévané roztokem organickych kyselin,
akumulovaly vys$8§i mnozstvi uranu nez kontrolni rostliny. Oproti kontrole bylo vétsi mnozstvi
uranu translokovano do nadzemnich ¢asti rostlin, coz opét podpofilo mozné vyuziti

organickych kyselin ve fytoremedia¢nich metodach.

Pouziti organickych kyselin pro fytoremediaci piidy musi byt ale provedeno citlivé. Tak,
aby nedochézelo k vyssi rozpustnosti tézkych kovil, nez je mnozstvi, které jsou rostliny schopné
akumulovat. Vys$§i mnozstvi uvolnénych kovii, potazmo radionuklidi by se mohlo uvolnit do

pudniho roztoku a mohlo by dojit ke kontaminaci podzemnich vod.

2.3.3. Polyaminy a piijem a translokace radionuklidd v rostlinach

Polyaminy jsou pfitomné ve vSech prokaryotickych i eukaryotickych organismech.
Jedna se o organické slouceniny, které obsahuji vice nez jednu aminoskupinu NH>". Mezi 4
zakladni polyaminy syntetizované rostlinnymi buikami patii putrescin, kadaverin, spermidin

a spermin.

Stale zfejm¢ nezname vSechny funkce polyaminl. Vzhledem k tomu, ze jsou ale
vSudypfitomné v relativné velkém mnozstvi (mM mnozstvi), tak jsou pro pieziti rostlin ziejme
nezbytné. Polyaminy se v bunikdch Uc€astni riznych bunéénych procesi zahrnujici podporu
rustu a déleni bunék nebo inhibici produkce ethylenu. Dale v buiikach interaguji s negativné
nabitymi makromolekulami, jako jsou DNA, RNA, transkripéni a translacni komplexy nebo
proteiny ale také interaguji s membranami bunéénych organel, ¢imz tyto makromolekuly
stabilizuji. V neposledni fadé se také ti€astni programované bunécné smrti (Groppa et al. 2007,

Gill a Tuteja 2010, Minocha et al. 2014).

Polyaminy maji v rostlinach také dualeZitou antioxidacni funkci. Jiz né€kolikrat bylo
zjisténo, Ze dochazi ke zvySovani endogenniho mnozstvi polyaminl v rostlinach, které byly
vystavené stresovym podminkdm. Polyaminy mohou mit vyznamnou roli jednak ve zhaSeni
kyslikovych radikali, ale také patrné€ iniciuji syntézu antioxidacnich enzyma v bunkach

a ovliviiyji jejich aktivitu (Groppa et al. 2007).

Syntéze polyaminil u rostlin vystavenych suchu se vénovali Bae et al. (2008). Za
modelovou rostlinu si vybrali kakaovnik (Theobroma cacao), ktery je velmi citlivy
k nedostatku vody. Zjistili, Ze rostliny rostouci v suchu po dobu 13 dnt hromadily v listech vice

polyamint neZ nestresované rostliny. Nejvice pfitom akumulovaly putrescin, jehoZ koncentrace
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byla 4 x vyssi oproti kontrolnim rostlindm. Stresované rostliny nevykazovaly pouze vyssi obsah
polyaminti, ale také vySs$i obsah enzymdu, které katalyzuji biosyntézu polyamint.. Nejvétsi
zvySeni obsahu polyaminii a aktivity vybranych enzym bylo pozorovano ve
fotosyntetizujicich listech. Rovnéz stres zplisobeny tézkymi kovy vede ke zvySovani obsahu
polyamint v rostlinach. Qiao et al. (2015) sledovali zvySeni obsahu putrescinu V rostlinach
Lemna minor, které rostly v prostfedi uméle kontaminovaném kadmiem. A stejné jako
Vv pfedchozi praci i oni sledovali v rostlinach zvySenou aktivitu enzymi, které katalyzuji

biosyntézu polyamin.

Tato antioxida¢ni vlastnost polyamind je dnes casto sledovana v souvislosti se
zneCiSténym prostfedim. Exogenni aplikace polyaminti by mohla pomoci rostlinam 1épe se
vyrovnat se stresem zpusobenym kontaminanty, coz by mohlo byt pfinosné pro vyuziti
polyamini ve fytoremedia¢nich metodach. Napiiklad u rostlin pSenice (Triticum aestivum)
rostoucich v médiich s pfidavkem kadmia nebo médi, které byly na listy stiikdny roztokem
sperminu, bylo patrné celkové snizeni peroxidace lipidi, zvySeni aktivity askorbatperoxidazy
a glutathionreduktazy, a dochazelo také k celkovému snizeni obsahu glutathionu. Tato prace
tak potvrdila, Ze polyaminy maji antioxida¢ni funkei, kterd chréni rostliny pfed oxidativnim
poskozenim (Groppa et al. 2007). Mé vysledky jsou ale opé€t v rozporu se zjisténim Soudek et
al. (2013).

Vlivem exogenni aplikace polyamint se zabyvali i Soudek et al. (2013). V experimentu
sledovali, jak na exogenni aplikaci putrescinu budou reagovat rostliny tabaku rostouci v médiu
obohaceném o thorium. Zjistili, ze rostliny, na jejichz listy byl pravidelné stiikan putrescin,
obsahovaly v kofenech 2-3x méné thoria oproti kontrolnim rostlinam, také ve stoncich byl
celkovy obsah thoria niz$i, ale v listech k Zadnym vyznamnym zménam nedoslo. Exogenni
aplikace putrescinu tedy vedla celkové k niz§imu piijmu thoria a k jeho vyssi translokaci do

nadzemnich ¢asti rostlin.

2.4. Nespecifické stresové markery

Vsechny zivé organismy jsou béhem své existence vystavené nezddoucim vliviim, které
negativné ovliviwyji jejich zivot. Rostliny jsou organismy vazané k substratu, proto se nemohou
vyhnout negativnimu plisobeni prostfedi, ve kterém rostou. Naopak s negativnim plisobenim

prostfedi se musi umét vyrovnat. Béhem svého zivota jsou vystaveny plisobeni riznych stresorti
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— faktorti vyvolavajicich zatéz. Na stresové faktory rostliny reaguji rtiznymi fyziologickymi
zménami, napt. regulaci genové exprese (Sahr 2004), zménou sloZeni a vlastnosti plasmatické
membrany, syntézou osmoticky aktivnich latek a antioxidantii (napt. glutathion) nebo zvySenou
syntézou fytochelatini. S mnoha z téchto obrannych mechanismii se setkame u fady raznych

stresovych faktort, proto je oznaCujeme jako nespecifické stresové markery (Pavlova 2005).

Ve své praci budu pomoci vybranych nespecifickych stresovych markerdt méfit
fyziologicky stav rostlin tabdku ovlivnénych pfitomnosti thoria v rizné¢ modifikovanych

médiich.

2.4.1. Stresovy stav rostlin zptisobeny tézkymi kovy

Kovy jsou nedilnou soucasti pfirody. V ekosystémech se pohybuji v biologickych
a biogeochemickych cyklech. Prostfednictvim autotrofnich organismi — pievazné rostlin, které
piijimaji kovy Vv anorganické formé a zabudovavaji je do své biomasy, piechazeji kovy do
zivych Casti ekosystému a stavaji se dostupnymi pro zivé organismy. Rostliny jako primarni
producenti tak mohou zpfistupiiovat kovy dal§im organismim. Tuto kiehkou rovnovéhu
biogeochemickych cyklu stale Casteji narusuje lidské Cinnost (t€zba a dilni Cinnost, zpracovani
rud, automobilova doprava, zemédélstvi, spalovani fosilnich paliv) a vyznamné tak pfispiva

k dalsimu ptisunu kovi do Zivych ¢asti ekosystému (Kafka a Puncocharova 2002).

Skupina tézkych kovi byva nejcastéji definovana jako skupina prvki s hustotou vyssi
nez 5 g/cm®. Patii mezi né napiiklad Zelezo, olovo, nikl, ale také radioaktivni uran nebo thorium.
Tézké kovy byvaji n€kdy také oznacovany jako kovy toxické. Toxicita kovl je zavisla na
mnoha faktorech jako je teplota, hodnota pH, chemické forma nebo oxidac¢ni stav prvku. Avsak
nejvyznamnéj$im faktorem urcujicim toxické piisobeni kovu je mnozstvi akumulovaného
prvku v organismech. Mezi toxické kovy patii napt. kadmium, arzen, rtut’, ale také ,,lehky kov*
hlinik (s hustotou 2,7 g/cm®), ktery nékdy fadime mezi tézké kovy diky obdobnému piisobeni

na organizmy jako t€Zké kovy.

Rostliny z padniho roztoku spolu s esencialnimi prvky rostlinné vyzivy pftijimaji i jim
podobné toxické kovy. Jejich toxicita spociva predevSim v nahrazovani esencialnich prvka
v biomolekulach, ¢imZ méni jejich funkci. Znamé je naptiklad nahrazovani siry selenem nebo
zinku kadmiem (Lee a Morel 1995). Selen je chemicky podobny sife a tak muze byt

metabolizovan stejnou cestou jako sira. Do organismu se tedy dostava prostfednictvim stejnych
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transportérti jako sira a muze byt také vyuzit k tvorbé selenocysteinti nebo selenomethionini.
Tyto analogy aminokyselin obsahujicich selen v proteinech jsou pro bunky toxické (Van
Hoewyk et al. 2007). OvSem nékteré te¢zké kovy jsou pro spravné fungovani zivych organismu
nezbytné, tedy esencidlni, ale pouze ve spravné koncentraci. Pokud se vSak v rostlinach
vyskytuji v nadbytku, tak se i tyto prvky (Zelezo, nikl, méd’) stavaji toxickymi (Pitter 1999,
Nieboer a Richardson 1980).

Teézké kovy vcetné radionuklidih maji tendenci se akumulovat v zivych organismech.
V nadbytku mohou zptisobovat nékolik riznych typt stresu — radioaktivni ozafeni (plati pouze
pro radionuklidy), chemickou toxicitu a oxidativni stres.

Radionuklidy, bézné¢ se vyskytujici v zZivotnim prostiedi, mohou byt zdrojem
ozéafenim. S timto stresem se ale bézné ve volné ptirodé nesetkame. Teprve diky lidské ¢innosti
doslo k riznému lokalnimu zvyseni koncentrace radionuklidii v prostfedi do takové miry, aby
mohly zplisobovat stres ozafenim. S nejvysSimi koncentracemi radionuklidi se miizeme setkat
pouze za mimofadnych podminek, napt. na uranovych haldach nebo pfti havarii jaderného
reaktoru — Cernobyl, ¢ Fukusima. Radionuklidy zptisobuji v buiikach zmény na molekularni

urovni, predevs§im mutace v DNA (Kuchma et al. 2011).

Pii nadmérné akumulaci tézkych kovii rostlinami dochazi primarné k hromadéni kova
v bunikach a ke vzniku toxicity. Tézké kovy maji velkou afinitu k vazbé s aminoskupinami
(-N<), iminoskupinami (-C(=N-)-) a thiolovymi skupinami (-SH) biomolukul a dale latkami
tvofici snadno chelaty v bunikach. Rostliny na pfitomnost téZkych kovl reaguji tvorbou
specifickych (fytochelatiny, metalothioneiny) nebo nespecifickych (glutathion, prolin)
obrannych latek (Pitter 1999).
I

Diulezit¢ je také sekundarni pisobeni kovi Equilibrium
o . e e . AOX = ROS
zpusobujici oxidativni stres. Oxidativni stres je

Vv poslednich letech intenzivné studovan a to v souvislosti

Oxidative stress
(excess ROS)

Sriznymi poruchami metabolismu a  sniZenou

obranyschopnosti. Oxidativni stres je definovan jako stav
Antioxidants

vychyleni rovnovahy pii oxidativnich reakcich mezi

Oxidants
vznikem reaktivnich forem kysliku (ROS — z anglického Obr. 7.: Rovnovézny stav mezi
antioxidanty (AOX) a tvorbou
reaktivnivh forem kysliku (ROS)
antioxidanty (viz obr. 7, Gill a Tuteja 2010). (pfevzato z Gill a Tuteja 2010)

»reactive oxygen species”) a jejich odstrafovanim
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2.4.1.1. Oxidativni stres

Oxidativni stres je provazen nadmérnou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS).

Mezi ROS tadime volné radikaly s alespon jednim volnym elektronem, ktery je déla vysoce

reaktivni. Patfi sem superoxid O, hydroxyperoxyl HO2* a hydroxylovy radikal *OH, ale

pocitdme mezi né i H202, Oz a Oz, které sice nemaji naboj, ale jsou reaktivni a tudiz

potencionalné skodlivé.

Oxidativni stres v bunkach negativné ovliviiuje zejména fungovani biologickych

membran, které vede ke zvySenému uniku iontt, ale vede téz k oxidaci DNA, aminokyselin

a sacharidu (viz obr. 8). Nejcastéji se jedna o oxida¢ni modifikaci polynenasycenych mastnych

kyselin (PUFA - z anglického ,,polyunsaturated fatty acids®) respektive jejich peroxidaci, ktera

vede ke zméné fluidity membrany, poSkozeni membranovych proteinti, ale téz k inaktivaci

membranovych receptorti, enzymu a iontovych kanala (Vandenhove et al. 2006, Vranova et al.

2002).
PUFA oxidation o
12 9 1
CH = (CHy,co0H —2S 5 e:._-\H”/kf‘\"’U
Linoleic acid (18:2) HNE

HO

Q0
(%]
5

P 10
(CH5)COCH

OH

Cyclic oxylipin
15 12 9
HyC o e ROS
! (CHzl;COOH ————P 0Oy~ O
Linclenic acid (18:3) %‘ MDA
. 9
Hye™ = BTST  ocooH
OH
13-HOTE

DNA oxidation

HNLN

B—0
HnMJ%N’L“"‘P_

S G,
HN N 2 8-Hydroxyguanine
Ay

A,
HNT N % i
T N
Guanine [ N/UI\>
R~
U
MG
Sugar oxidation 0 ?
/L,OH OH
HO ROS
HO —» o +
OH
OH
S
OH OH
Aldohexose Aldopentose

H

0

s

OH

Formic acid

28

Obr. 8.: ROS zptsobuji oxida¢ni
modifikace  polynenasycenych
mastnych kyselin (PUFA), DNA
a sacharidi; PUFA a guanin jsou
znazornény jako volné molekuly,
i kdyz vbunce se vyskytuji
navazané v komplexu s lipidy
a DNA. Zmény zptsobené ROS
jsou zvyraznéné cerveng,
oxidovana skupina sacharidd je
znazornéna modfe (pfevzato
Z Mgller et al. 2007)



Hlavni cilovou skupinou ROS jsou nenasycené mastné kyseliny obsahujici dvojnou
vazbu. Pfevazné oxiduji kyselinu linolovou (18:2) a kyselinu linoleovou (18:3), které jsou
vyznamnou soucasti fosfolipidové i galaktolipidové (thylakoidni) membrany. ROS vedou
k nekontrolovatelnému procesu piemény lipidi na hydroxyperoxidy lipidt. Peroxidace lipida
zahrnuje tfi Casti. Prvni fazi je iniciace — vznik lipidového radikalu, ten je nestabilni a v dalsi
fazi - propagace reaguje s dalsimi lipidy. Retézové reakce pokracuje az do doby, neZ dojde
k terminaci. Terminace je proces, ve kterém dochazi ke slouceni dvou radikali nebo radikalu
a antioxidantu za vzniku neradikalové slouceniny (viz obr. 9; Halliwell a Gutteridge 1984,
Gutteridge 1995, Mgller et al. 2007)

R—™ CH==—=CH — CH, —R I- Polyunsaturated fatty acid
A
R CH=—— CH C'H R II- Lipid free radical
A,
R— CH=—CH CH —— R III- Lipid peroxyl radical
o]
o
A,
R—— CH=—=CH — CH — R IV - Lipid hydroperoxide
o]
OH
A
H—— CH—— CH,—— CH V -Malondialdehyde
(0] (o]

Obr. 9.: Schématické znazornéni peroxidace lipidi (pfevzato z Grotto et al. 2009)

Vzniklé lipoperoxidy jsou nestabilni molekuly, ze kterych mohou nésledné vznikat
sekundérni produkty jako malondialdehyd (viz obr. 10), ktery patii mezi ty nejvice zastoupené,
dale mize vznikat propanal nebo hexanalnebo 4-hydroxy-2-nonenal (Gill a Tuteja 2010, Ayala
et al. 2014).

H,C \/:\/:\/:\ ROS 0\ o]
(CH,),COOH SN —

Linolenic acid Malondialdehyde

OH

| o
H,,Cs Ny

ROS

H;,Cs~ v “(CH,),COOH

Linoleic acid 4-Hydroxy-2-nonenal (HNE)

Obr. 10.: Vznik sekundarnich produkti peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin
(ptevzato z Gill a Tuteja 2010)
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Ja jsem se ve své praci pi1 hodnoceni vlivu thoria na fyziologicky stav rostlin tabaku
zamétila na kvantitativni méfeni malondialdehydu, ktery je pouzivan jako biomarker
oxidativniho stresu a na sledovani aktivity vybranych antioxidacnich enzymd, kterym bude
vénovana nasledujici podkapitola. V dal§im piehledu popisuji pouze latky syntetizované
rostlinami, které se pouzivaji jako markery stanoveni stresové zatéze, které jsem pouzila ve své

diplomové praci.

2.4.2. Specificka aktivita antioxidaénich enzymil

Enzymy jsou bilkovinné molekuly, které¢ maji v bunikach biokatalytickou funkci. Ve své
praci jsem se zaméftila pouze na vysoce specializované enzymy s antioxida¢ni funkci, které si
rostlina vyvinula zfejmé jako obranu proti ROS. Radime mezi né enzymy: superoxiddismutaza
(SOD), askorbatperoxidaza (APX), katalaza (CAT), guajakolperokidaza (GPX),
glutathionreduktdza (GR), glutathion-S-transferaza (GST), peroxiddza (PX) a dalsi (Mittler et
al. 2004). V riznych pracich byly zjistény rozdilné zmény v aktivitich enzymu v zavislosti na
druhu, genotypu, vnéjSich podminkach a koordinaci mezi enzymatickym a neenzymatickym
antioxida¢nim systémem, mezi ktery patii napt. akumulace volného prolinu, kterou jsem se také

zabyvala, akumulace glutathionu nebo akumulace fytochelating.

Prvni enzym, ktery v organismech reaguje s ROS je SOD. SOD méni Oz’ na méné
toxicky H20.. Kataldzy a peroxidazy (PX, APX) nésledné€ odbouréavaji peroxid vodiku na vodu
a kyslik. Tato antioxidativni funkce enzymil je pfedurcuje ke sledovani miry oxidativniho

stresu, kterému jsou organismy vystaveny.

Katalaza je enzym s jednim z nejvys$Sich aktivit ze vSech enzymt. Za 1 minutu je
schopny pirevést asi 6 mil molekul H2O2 na H20 a O, (Gill a Tuteja 2010). Katalaza se nachazi
Vv mitochondriich a peroxizomech (Mgller et al. 2007). Jedna se o hojn¢ studovany enzym.
Mnoho praci potvrdilo, Ze zvySujici se mnozstvi kovi v substratu vede ke zvysujici se aktivité
CAT. Napt. v ¢iroku péstovaném v médiu obohaceném o zinek nebo kadmium doslo ke zvySeni
aktivity CAT a APX, ale mnozstvi PX a GST se snizilo (Soudek et al. 2014). ZvySeni aktivity
CAT a APX bylo pozorovano i u druhu rakosu Phragmites australis péstovaném
V hydroponickém médiu obohaceném o kadmium. K nejvyrazn€jSimu nartistu aktivity enzymi
doslo v kofenech, kde byla naméfena trojnasobna hodnota oproti kontrole (lannelli et al. 2002).

Ale existuji také prace, kde pozorovali snizeni specifické aktivity katalazy, v pfitomnosti
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tézkych kovt a radionuklidt. Gallego et al. (1996) sledovali aktivitu CAT a APX u slune¢nice:
rostliny rostly v médiich obohacenych o Zelezo, méd’ nebo kadmium. U vSech rostlin byl
pozorovan pokles enzymatické aktivity v zavislosti na zvysujici se koncentrace kovi v médiu.
Pokles byl nejvice znatelny u enzymu katalazy. Také v praci Saenen et al. (2015) pozorovali
snizenou aktivitu CAT a APX se zvySujici se koncentraci uranu v médiu u Arabidopsis

thaliana.

Enzym APX hraje v rostlinach a fasach dilezitou roli ve zhaSeni ROS. APX nalezneme
Vv celé bunce, v chloroplastech, mitochondriich, peroxizomech, cytosolu, ale také v apoplastu
(Mittler 2002). APX ma vyssi afinitu k peroxidu vodiku nez CAT nebo PX, proto miize hrat ve
reakce na stres zpusobeny ptitomnosti tézkych kovl. Jeho aktivita poklesla ve slunecnici
(Gallego et al. 1996). Vyssi aktivita byla zjisténa u ¢iroku (Soudek et al. 2014) nebo pSenice
rostouci v pud¢ bohaté na kadmium (Khan et al. 2007).

Peroxidaza je lokalizovana v cytosolu, ve vakuole a v bunééné sténé. PX je dalsi enzym
schopny katalyzovat rozklad peroxid vodiku. Soudek et al. (2014) pise o klesajici aktivité PX
u Ciroku pfi zvySujici se koncentraci Cd a Zn v médiu. Zhang et al. (2007) ale pozoroval
zvySujici se aktivitu PX i CAT u dvou druhi rostlin (Kandelia candel a Bruguiera

gymnorrhiza), rostoucich v médiu obohaceném o olovo, kadmium a rtut’.

Kromévyse uvedenych antioxida¢nich enzymut byla v praci sledovana také aktivita
glutathion-S-transferazy. Jedna se o velkou skupinu izoenzymu, ktera ma schopnost
katalyzovat konjugaci redukovaného glutathionu s toxickymi substraty. Jeho dalsi dulezitou
funkci je schopnost vazat se na N konce molekul, ¢imzZ je chrani pfed ROS (Sheehan et al.
2001). Tento enzym ve své praci sledovali napt. Soudek et al. (2014), ktefi pozorovali jeho
niz8i aktivitu v kofenech i nadzemnich ¢éastech ¢iroku rostoucim v hydroponickém médiu
obohaceném o kadmium. Ale v médiich s pfidanym zinkem pozorovali niZsi aktivitu pouze

Vv kotenech ¢iroku, v nadzemnich ¢astech rostlin se aktivita GST zvysila.

2.4.3. Prolin

Prolin je heterocyklickd aminokyselina, ktera je syntetizovana z kyseliny glutamové.
V rostlinach ma nékolik vyznamnych roli. Kromé toho, Ze je stavebni jednotkou proteini, volny

prolin funguje v prvni fad¢ jako zasobarna uhliku a dusiku a také jako osmoticky aktivni latka.
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Mimoto méa diileZitou roli v ochrané bunék pied ROS — zhasi singletovy kyslik 1O, (Matysik et

al. 2002) a je schopny vazat n¢které tézké kovy.

Béhem abiotického stresu dochézi ke zvySovani koncentrace volného prolinu v buiikach
(z 5 % az na 80 % volné¢ se vyskytujicich aminokyselin v bunice, Matysik et al. 2002), coz je
zpusobeno jednak vyssi syntézou prolinu, ale také jeho snizenou degradaci (Chen et al. 2001).
Zaroven se jedna o osmoprotektant, ktery v buiice pomaha udrzovat reduk¢ni prostiedi. Jeho
dalsi vyznamnou roli je role antioxidacni. Prolin je schopny vychytavat volné radikaly a tvofit
S nimi stabilni komplexy (Hare et al. 2001). Wu et al. (1998) ve své praci dale popisuji
schopnost prolinu chelatovat kovy (pozorovali tvorbu méd’natého komplexu u sinice Anacystis

nidulans).

Jiz dlouho je zndmo, Ze dochazi k akumulaci volného prolinu u vysSich rostlin
vystavenych salinité, mrazu (Nanjo et al. 1999) nebo suchu (Yamada et al. 2005), ale mén¢ se
sledovala koncentrace volného prolinu u rostlin osetfenych riiznymi kovy. Ku et al. (2012) ve
své praci sledovali obsah volného prolinu u druhu tabaku Nicotiana benthamiana oSetieném
riznymi koncentracemi médi. Zjistili, ze opravdu dochézi ke zvySovani mnozstvi volného
prolinu se zvysujici se koncentraci médi. I dal$i autofi prokazali, Ze dochazi ke zvySovani
mnozstvi volného prolinu u rostlin Silene vulgaris, Oryza sativa, Cynara scolymus
stresovanych kovy (Schat et al. 1997, Chen et al. 2001, Naser Karimi et al 2012). Nicméné
Vv dostupné literatufe jsem nenaSla Zadnou préci, kterd by sledovala vliv nékterého
z radionuklidli v€etné thoria na akumulaci prolinu. I pfesto jsem se rozhodla na zaklad¢ vyse
uvedenych reakci na jiné kovy pouzit akumulaci prolinu v rostlinéch jako stresovy marker pii

zkoumani reakce tabdku na pfitomnosti thoria v médiu.

2.4.4. Fotosyntetické parametry jako nespecifické markery stresu

U rostlin vystavenych nadmérnému pusobeni tézkych kovii miizeme casto sledovat
poskozeni a ubytek fotosyntetickych pigmenti (Naser Karimi et al. 2012). Toto poSkozeni
chlorofylu zpiisobi sniZeni fotosyntézy a nasledné i zpomaleni rastu rostliny. PoSkozeni
chlorofyli byva zptisobeno nahrazenim Mg?* - centralniho iontu chlorofylu, iontem t&Zkého
kovu, nebo inhibici aktivity enzymi odpovédnych za syntézu fotosyntetickych pigmenth

(Bhattacharya et al. 2010). OvSem poskozeni miize byt také zplsobeno zménou stavby
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chloroplasti (Zhou et al. 2016) nebo poSkozenim membrany chloroplastli vlivem plisobeni

ROS (Mgller et al. 2007).

Stres u rostlin tedy mizeme méfit prostfednictvim fotosyntetickych parametri, jako je
obsah fotosyntetickych pigmenti nebo méfeni rychlé kinetiky fluorescence chlorofylu a z ni

odvozenych fluorescencnich parametra.

2.4.4.1. Pigmenty

Chloroplasty vysSich rostlin obsahuji fotosyntetické pigmenty - karotenoidy a dva typy
chlorofylu (chlorofyl a a chlorofyl b), které absorbuji svételnou energii. Jiz n¢kolikrat bylo
zjisténo, ze abioticky stres vede ke zménadm obsahu pigmentt v rostlinach (Naser Karimi et al.
2012, Liu et al 2014). Karotenoidy jsou vyznamné nejen pro absorpci energie, ale také jsou
povazovany za vyznamné antioxidanty. Chrani fotosyntetické struktury pted poSkozenim ROS
(zejména "0%), které vznikaji béhem fotosyntézy, ziejmé proto nedochazi k tak velkému tibytku

vlivem stresu, jaky pozorujeme u chlorofyli (Stahl a Sies 2003).

V piipadé chlorofyll pfi stresu mizeme pozorovat jejich velky ubytek, zfejm¢e vlivem
oxidativniho stresu (Naser Karimi et al. 2012) Jako citlivéjsi se ptitom jevi chlorofyl a. Bidwell
(1979, cit. dle Chettri et al. 1998) pfipisuje vyssi citlivost chlorofylu a k jeho preméné na
chlorofyl b. Stres totiZ vyvolava oxidaci methylové skupiny na molekule chlorofylu a za vzniku
aldehydové skupiny, kterou obsahuje chlorofyl b. To znamend, Ze ve stresovanych buiikédch
nemusi nutn¢ dochazet k vyrazné zmeéné celkového obsahu chlorofylt. Vyznamnéj§im znakem
stresové zatéze (aplikace kovil) by tudiz mél byt pomér mezi obéma chlorofyly, ktery vice
vypovida o zménach v obsahu obou chlorofylt (Chettri et al. 1998). OvSem Soudek et al. (2014)
ve své praci o ¢iroku péstovaném v médiu obohaceném o kadmium a zinek zjistil, Ze na stres

zpusobeny kadmiem a zinkem citlivéji reaguje chlorofyl b.

Plsobeni tézkych kovii vede ke snizeni koncentrace fotosyntetickych pigmenti. To
pozorovali napf. Naser Karimi et al. (2012) u artyéoku Cynara scolymus, kde pozorovali
snizujici se koncentraci chlorofylu a, chlorofylu b a celkového chlorofylu se zvySujicim se
mnozstvim olova v médiu. Mnohem vice ale doslo ke sniZeni obsahu chlorofylu a, proto se zda,
ze chlorofyl a je vice citlivy na stres zptisobeny TK, coz potvrzuje vySe uvedenou teorii. Také
u slunec¢nice rostouci v médiu a vystavené Zelezu, meédi nebo kadmia doslo ke sniZeni

celkového obsahu chlorofyl (Gallego et al. 1996). Dalsi podobnou praci provedli Martins et
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al. (2011), kteti sledovali efekt pfidaného kadmia na mladé a staré listy druhu Nicotiana
tabacum péstovaném v hydroponickém médiu. Zjistili, ze k poklesu celkového obsah
karotenoidl dochazi piedev§im v mladych listech, na kterych se objevuji i chlorézy. Zaroven
sledovali také pomér karotenoidl a chlorofyli, ktery se v mladych listech se zvySujicim se
obsahem kadmia také zvySuje (ve starsich listech nedochéazelo k vyznamnym zménam pomeéru).
Na zéklad¢ téchto vysledkt nasledné i experimentalné potvrdili, Zze k translokaci kadmia

dochazi zejména do mladych listi.

Dodnes ale existuje jenom malo praci, které byly vénovany vlivu radionuklida
respektive thoria na obsah pigmentti. Nejvice se jimi zabyva Saenen s kolektivem, ktefi
sledovali vliv uranu (U) na modelovou rostlinu Arabidopsis thaliana. V pokusu sledovali, jak
bude rizné pH média ovliviiovat pfijem a translokaci U do nadzemnich casti rostlin. Zjistili, Ze
pH silné ovliviiuje translokaci U do listd. Se zvySujicim se pH (7,5), se snizoval piijjem U
koteny, ale jeho translokace do nadzemnich ¢ésti byla vétsi. Naopak pii pH 4,5 byl pfijem U
vyssi, ale translokace do nadzemni biomasy byla niz$i. Zajimavé bylo také zjisténi, ze uran
neovlivnil fotosyntetické parametry, ale pii pH 4,5 dochazelo k G¢innéj$imu pienosu elektron
z PS II na elektron transportni fetézec a dochazelo tedy ke zvySeni kvantového vytézku PS IL
Presto tyto rostliny rostly pomaleji oproti kontrole, proto autoii ptredpokladaji, Zze energie
ziskana pii fotosyntéze byla spiSe vyuzita na obranné mechanismy a vyrovnavani se
s oxidativnim stresem (Saenen et al. 2013, 2014, 2015). V praci Saenen et al. (2013) autofi
sledovali obsah fotosyntetickych pigmentd u slune¢nic, které¢ byly péstované v zahradnim
substratu obohaceném o uranovou hlusinu z Umerského dolu (v koncentracich 0, 25, 50, 75%).
Obsah chlorofylii a, b i celkového obsahu chlorofyltl se se zvySujicim se mnoZstvim uranové
hlusiny snizoval. Nejvétsi snizeni bylo pozorovano u chlorofylu b. V této praci tedy autoti dosli
K opa¢nému zavéru o citlivosti chlorofylu a a b k tézkym koviim neZ vyse uvedené prace. Tyto
vysledky tak potvrzuji pouze hypotézu, ze vlivem abiotického stresu dochéazi ke snizovani
obsahu chlorofyli (Jagetyia a Purohit 2006). Ale pozorovani bylo ve shodé s vysledky
uvedenymi v praci Soudek et al. (2014), ktefi zjistili, Ze se pomér chlorofylu a a chlorofylu b
Vv rostlinach €iroku vystavenych kadmiu a zinku zvySuje, coz tedy ukazuje na vétsi citlivost

chlorofylu b.

Shtangeeva et al. (2006) provedli polni pokus na rostlinach Tritium repens a Plantago
major, které zalévali roztoky U a Th (60mg/l H20) a zjistili, ze dochazi ke snizeni koncentrace

chlorofyli po vystaveni rostlin obéma radionuklidiim, ale vyrazné&jsi snizeni bylo pozorovano
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Vv piipadé rostlin vystavenych oSetieni uranem. Hafez a Ramadan (2002; cit. dle Shtangeeva et

al. 2006) vysvétluji pokles biosyntézy chlorofylu nahrazenim Mg?* iontii (UO2)?* ionty.

2.4.4.2. Fluorescence chlorofylu

Svételna energie, kterou pohlti molekula chlorofylu a, mize byt pouzita pro fotosyntézu.
Piebytek energie pak miize byt pfeménén na teplo nebo znovu emitovan z reakéniho centra PS

II jako fluorescence chlorofylu (ptiblizné 2 % z absorbovaného zateni) (Pavlova 2005).

Meéteni fluorescence chlorofylu, zejména rychlé kinetiky fluorescence se v poslednich
letech stala stabilni metodou v ekofyziologickych studiich. Jedna se o rychly a neinvazivni
zpusob testovani fyziologického stavu rostlin, kterym mizeme méfit poSkozeni
fotosyntetického aparatu rostlin nejen v laboratornich podminkéch, ale také pfimo v pfirodé.
Rychlé kinetika fluorescence chlorofylu je definovana jako zdznam piechodu fluorescence
chlorofylu béhem nékolika malo sekund z temnostné adaptovaného stavu fotosyntetického
aparatu po ozareni kratkym pulzem svétla. Temnostné adaptovana rostlina mé vSechna centra
PS 1II ,,oteviena™ a spolu s pfenaseci elektronii se vyskytuji v redukovaném stavu. V tomto
stddiu dosahuje fluorescence minimdlni hodnoty — Fo. Po silném saturaénim ozéteni dojde
velmi rychle k ,,zaplnéni* a naslednému ,,uzavieni PS II. Dochazi tedy k oxidaci molekuly
chlorofylu vreakénim centru PS 1II a redukci prvniho z pienaseétu elektroni
Vv elektrotranspornim fetézci. Ve stavu oxidace molekuly chlorofylu reakéniho centra PS II je
maximum absorbované svételné energie emitovano fluorescenci a tento stav je definovan jako
maximalni fluorescence — Fm. Rozdil mezi Fm a Fo potom nazyvdme jako variabilni
fluorescence — Fv. V tomto stadiu se na fluorescenci podili pouze PS II (Lichtenthaler et al.
2005).

Analyza OJIP ktivky (obr. 11) a z ni ziskanych parametrt, které vypovidaji o stavu PS
Il vrostling, se bézné pouzivd pro sledovani vlivu riznych stresovych faktori nebo
fotosyntetickych inhibitort. Ja jsem sledovala tvar OJIP kiivky, pomé&r variabilni a maximalni
fluorescence chlorofylu (Fv/Fm) a pomér variabilni a minimalni fluorescence chlorofylu

(Fv/Fo).
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Obr. 11.: OJIP kiivka pfechodné fluorescence chlorofylu a méfena na listech dvou syrskych odrid je¢mene (A.
Abiad, A. Aswad) péstovanych v médiich s ptidavkem olova (50 pM) nebo kadmia (25 uM) a v kontrolnim médiu
po dobu 24 hod. Hodnoty fluorescence jsou uvedené v arbitralnich jednotkach, O — minimalni hodnota
fluorescence, J, | — rovnovazné stavy mezi vkladem excitaéni energie do PSII a jeho tokem ven z PSII

prostiednictvim kaskady chinont, P — maximalni hodnota fluorescence (pfevzato z Kalaji a Loboda 2007).
Pomér Fv/Fm se pouziva jako méfitko kvantové ucinnosti PS II, pokud jsou vSechna
centra PS II oteviena. Fv/Fm proto ukazuje potencialni G¢innost centra PS II a mliZe byt pouzit
jako indikator vykonosti svételné faze fotosyntézy (Vandhout et al. 2014). Fv/Fm je nejCastéji
pouzivany pomér fluorescence chlorofylu, ale je celkem stabilni, takZe zmény indukujici stres
na ném zjistime v relativné pokrocilé fazi stresové reakce. Hodnota Fv/Fm obecné udavana pro
zdravé rostliny se pohybuje v rozmezi 0,79-0,84. Ve stresovych podminkach ale hodnota Fm
klesa a klesa tak 1 pomér dalSich fluorescencnich parametri a OJIP kiivka se stava ,,plo§si*

(Zurek et al. 2013).

Je znamo, Ze nékteré t€Zké kovy mohou interferovat s chloroplasty, ¢imz mohou
snizovat ucinnost fotosyntézy. Napiiklad expozice kadmia na rostliny salatu Lactuca sativa
vedla se zvySujici se koncentraci Cd jednak k mirnému snizovani hodnoty Fm, ale piekvapujici
bylo, ze vedla k pomérné velkému zvySeni hodnoty Fo (ze 400 na 1200), coz se projevilo také
vyraznym snizenim hodnoty parametru Fv/Fm (Dias et al. 2012). N¢kolik autort sledovalo také
vliv uranu na fluorescenci chlorofylu. Saenen et al. (2014) sledovali vliv n¢kolika koncentraci

uranu na rostliny Arabidopsis thaliana. Rostliny rostouci v roztocich (pH 4,5) s nizkou
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koncentraci uranu (do 25 puM), mély hodnotu parametru Fv/Fm mirn¢ vyssi nez kontrola, ale
se zvySujici se koncentraci, dochazelo jiz ke snizovani tohoto parametru. Tyto rozdily se
neprojevily u rostlin rostoucich ptfi pH 7,5. Podobny experiment provedli Vandhout et al.
(2014), kteti sledovali vliv 50 uM uranu na fluorescenci chlorofylu u Arabidopsis thaliana.
Opét se potvrdilo, ze u rostlin vystavenych uranu dochazi k mirnému navyseni fluorescenc¢niho

parametru Fv/Fm.

Lichtenthaler et al. (2005) ale doporucuji spiSe pouzivat parametr Fv/Fo definovany
jako hodnota, ktera je ptimo umérnd aktivit¢ komplexu rozkladdajicim vodu donoru elektronti
pro opétovnou redukci PS II. Nékdy byva tento parametr také definovan jako maximalni
vytézek fotochemickych procesii (Rohacek 2002). Tento parametr je totiz citlivéjsi ke zménam
ve fluorescenci, zpisobenych zménami podminek, ve kterych rostliny rostou. Hodnota Fv/Fo

obecné udavana pro zdravé rostliny se pohybuje v rozmezi 4-6.

Ptesto, Ze fluorescen¢ni parametr Fv/Fo citlivéji reaguje na zmény v prostiedi, je stale
pomérné malo pouzivan. Zabyvali se jim napfiklad Peixoto et al. (2002), kteti sledovali reakci
dvou druhii ¢iroku (tolerantni a citlivy) péstovanych v hydroponickém médiu obohaceném
o hlinik (185 mmol-1?). U obou druhii doslo k vyraznému poklesu parametru Fv/Fo
Vv pritomnosti hliniku v médiu. V ptipadé citlivého druhu se ale jednalo o pokles vyssi nez 63
% (ze 4 na 1,5). Také pomér Fv/Fm se snizil, ale tato zména nebyla tak vyrazna (z 0,8 na 0,6).
Z dliivodu tohoto rozdilu mezi sledovanymi parametry, budu v préci pouzivat pro detekci stresu

fotosyntetického aparatu zptisobeného thoriem oba parametry.

3. Material a metody

Péstovani rostlin v pokusech probihalo ve skleniku v Ustavu experimentalni botaniky
(UEB) AVCR. V UEB AVCR byly také provedeny nékteré z laboratornich analyz: stanoveni
obsahu pigmentl v prvnim pokusu, mineralizace rostlinného materidlu pfed stanovenim obsahu
Th, stanoveni obsahu proteintl, stanoveni aktivity enzymti, méteni rychlé kinetiky fluorescence

PS II.

Celkem byly v UEB AVCR provedeny tfi pokusy.
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3.1. Nicotiana glutinosa

Za modelovy organismus byla vybrana rostlina tabaku, druh Nicotiana glutinosa L. cv.
La Burley 21.

Tabak lepkavy je jednoleta bylina z ¢eledi lilkovité (Solanaceae). Obvykle dorusta do
vysky 1-2 m. Lodyha je pfimé, nékdy chudé vétvena, listy jsou jednoduché, kratce fapikaté,
kopinaté 10-20 cm dlouhé. Kvéty jsou usporadané v hroznovitém kvétenstvi s 12 mm dlouhymi
ruzovocervenymi kali$nimi listky. PGvodni rozsifeni v Jizni Americe ve statech Peru a Bolivie,

dnes se jako okrasna rostlina rozsifila az do Evropy (McBride 1962).

Tato rostlina byla zvolena na zéklad¢ predchozich akumulacnich experimentti na dvou
druzich tabaku a jejich 6 kultivarech a 14 transformantech, které provedl doc. Soudek (Soudek

et al. 2013), ktery zjistil, Ze se jedna o stfedné tolerantni druh z hlediska akumulace Th.

3.2. Kultivace rostlin

Semena tabdku byla vyseta do hrubého perlitu a nasledné po cca 2 mésicich byly
semendcky pfesazeny do samostatnych kvétindcl s perlitem. Vzdy byly vybirany primérné
stejné velké semenacky. Zhruba po mésici byly kvétinace s rostlinami umistény do kultivaénich
nadob s upravenym Hoaglandovym médiem (sloZeni viz tab. 2; Hoagland a Arnon 1938
upraveno dle Soudek et al. 2013), kde byly kultivovany po dobu 14 dnt. Celkem byly rostliny
oSetfeny 12-ti riznymi kombinacemi slozenim média, z toho v poloviné ptipadii bylo do média
ptidano Th ve formé 0,2 mM Th(NOz)4. Na kazdou variantu médii bez thoria byly pouzity Ctyfi
rostliny, které byly dale vyuzity na biochemické analyzy. Také u variant s thoriem byly 4

rostliny uréené na biochemické analyzy a dalsi 4 rostliny byly pouZity k analyze obsahu thoria.

Celkem bylo pouzito 6 modifikaci média (tab. 3). Nebyl tedy testovan pouze vliv thoria
(0,2 MM Th(NOs3)4) na rostliny tabaku, ale souc¢asné byl testovan i vliv dalSich latek, které na
zaklade udaju z literatury ovliviiyji ptijem kovl do rostlin nebo jejich transport v rostliné. Byl
tedy sledovan vliv pfidané organické kyseliny (0,2 mM kys. vinna) a nedostatek fosforu (z
Hoaglandova média byly vynechany fosfore¢nany) na rostliny rostouci v ne/ptitomnosti thoria.
Cast testovacich rostlin byla také vystavena exogennim polyaminéim. Na tyto rostliny byl kazdy
den stiikan roztok obsahujici 0,25 mM putrescin. Aby nedoslo ke kontaminacim, byly rostliny

stiikané putrescinem péstovany v jiné mistnosti skleniku.
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Hoaglandovo zivné medium

(PH 5)

1,5 mM MgS04 . 7TH20

2 mM K2504

4 mM CaCl . 2H20

1,87 mM NaH2PO4 . 2H20
130 uM NaH2PO4 . 12H20
138,8 uM H3BO3

20,8 uM MnSO4 . H20

2,3 uM ZnSO4 . 7TH20

3,3 uM CuSO4 . 5H20

0,2 uM Na2MoO4 . 2H20
200 uM FeSO4 . 7TH20

4 mM NaNO3

4 mM NHA4CI

2 m NH4NO3

Tab. 2: Slozeni Hoaglandova Zivného roztoku (Soudek et al. 2013)

Rostliny byly kultivovany v médiich po dobu 14 dntli. Kultivace rostlin probihala ve

skleniku za stalych podminek (23 °C, 16 hod denni perioda, vzdu$na vlhkost okolo 60 %)

(Soudek et al. 2013). Poté byly odebrany vzorky pro biochemické analyzy.

-Th -Th -Th -Th -Th -Th
-P +P +P -P +P +P

+ kyselina vinna + kyselina vinna

(obr. 12a) (obr. 12b) (obr. 12c) (obr. 12d) (obr. 12e) (obr. 12f)

I +Th +Th +Th +Th +Th +Th '

-pP +P +P -P +P +P

+ kyselina vinna + kyselina vinna

(obr. 129) (obr. 12h) (obr. 12i) (obr. 12j) (obr. 12k) (obr. 121)

Tab. 3: SloZeni kultiva¢nich médii
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Obr. 12: Rostliny tabaku rostouci v upravenych médiich podle tabulky &. 2 (pokus 1)
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3.3. Design pokusii

Pokus 1

V fijnu roku 2014 byl proveden prvni experiment.

Byly vybrany ¢tyfi rostliny z kazdého média obohaceného o thorium. Rostliny byly

rozebrany na koteny, stonek a listy a nasledn€ byly pouzity na stanoveni obsahu thoria.

Ze zbyvajicich rostlin byl odebran druhy list, ktery byl pouzit na stanoveni obsahu
fotosyntetickych pigmentd a relativniho obsahu vody. Druhy list pod apexem byl zbaven stiedni
zilky, obé& poloviny listu byly dany do Eppendorfovych zkumavek a ulozeny v mrazéku pfti - 24
°C. Poté byly rostliny rozdéleny na jednotlivé organy (kofeny, stonek, listy, popft. i kvéty).
Vzorky byly ulozeny do uzaviratelnych sackt, popsany a ulozeny v mrazaku pti - 80 °C. Tyto

vzorky byly pouzity na extrakci proteinti a stanoveni aktivit vybranych antioxida¢nich enzymd.

Pokus 2

Druhy experiment byl proveden v fijnu roku 2015. Byl pouzit stejny model experimentu

jako pfi pokusu 1.

Ctyfi rostliny z kazdého média obohaceného o thorium byly opét pouZity na stanoveni

obsahu thoria v jednotlivych organech rostlin (kofen, stonek, listy).

Zbylé rostliny byly nejprve pouzity na méfeni parametrli rychlé kinetiky fluorescence
(OJIP test) za pouziti fluorpenu FluorPen FP 100. Poté byly z rostlin odebrany vzorky na
stanoveni obsahu prolinu, fotosyntetickych pigmentl a suSiny viz tab. 4. Z listi byly odebirany
korkovrtem teréiky o plose 0,7854 cm? ze stiedu Cepele, piipadné byly odebrany vétsi ¢asti
Cepele bez stredni Zilky. Vzorky na stanoveni obsahu prolinu byly odebirany korkovrtem
o plose 0,4417 cm? a ihned ulozeny do tekutého dusiku a nasledné uchovavany v mrazaku pfi
- 80 °C. Vzorky na stanoveni obsahu fotosyntetickych pigment a relativniho obsahu vody byly

uchovavany v mrazéku pfi - 24 °C a do tydne byly dale zpracovany.
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Pigmenty 1 teré 3 list
Susina 1 teré 3 list

Prolin 0,5 g listu (bez stiedni zilky) 6 list koteny

Tab. 4.: Design odbéru vzorki na biochemické analyzy z druhého experimentu

Pokus 3

Posledni experiment byl proveden na pielomu mésicti bfezen/duben roku 2016. Opét
byla pouzita stejna média jako v pfedchozich pokusech, ale tentokrat do kazdého z nich bylo

nasazeno 8 rostlin.

Rostliny byly nejprve pouzity na méfeni parametrti rychlé kinetiky fluorescence (OJIP
test) za pouziti rucniho fluorpenu FluorPen FP 100. Nésledné byly z rostlin odebrany vzorky
na stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentt, susiny a prolinu (tab. 5). Vzorky na stanoveni
obsahu prolinu byly opét odebirany korkovrtem a ihned ulozeny do tekutého dusiku. Vzorky
na stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentt a susiny byly uchovavany v mrazéku pfi - 24

°C ajesté tyz den byly déle zpracovany.

Pigmenty 1 ter¢ 3 list
SuSina 1 ter¢ 3 list koten
Prolin 0,5 g listu (bez stredni zilky) 6 list kotfeny

Tab. 5.: design odbéru vzorkt na biochemické analyzy ze tretiho experimentu

3.4. Stanoveni obsahu thoria

Jednotlivé organy rostlin byly usuSeny v lyofilizdtoru LAB CONCO. VysuSené vzorky
byly homogenizovany a nasledné bylo odvéazeno 0,25 g vzorku do mineraliza¢nich zkumavek.
Pfed mineralizaci bylo do kazdé zkumavky pfidano 5 ml mineraliza¢ni kyseliny (tab. 6).
Zkumavky se nechaly 1 den stat v klidu v digestofi. Pfed samotnou mineralizaci byly do

zkumavek pfidany jest¢ 2 ml mineralizacni kyseliny.
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slouéeniny objemv 11

HNO3 (65%) 830 ml
HCIO4 (60%) 150 ml
H20 20 ml

Tab. 6: Slozeni mineraliza¢ni kyseliny

Mineralizace probihala v mikrovinné rozkladném systému Anthon PAAR asi 2 hodiny.
Vzorky byly ptevedeny do 15 ml plastovych uzaviratelnych zkumavek. Samotné stanoveni
mnoZstvi thoria bylo provedeno v servisni laboratofi prof. M. Mihaljevie na Ustavu
geochemie, mineralogie a nerostnych zdroj Pfirodovédecké fakulty UK (podle metodiky Zhao
et al. 1994).

3.5. Stanoveni obsahu vody

Z jedné poloviny druhého listu (1 pokus)/ jednoho terciku tietiho listu (2 a 3 pokus)

a z kotene druhého tadu byl stanoven obsah vody, ktery je dan vztahem:

Obsah vody (%) = (Cerstva hmnotnost — hmotnost susiny)/erstva hmotnost *100

3.5. Stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentt

Z druhé poloviny listu/ druhého terciku byly spektrofotometricky stanovovany

koncentrace pigmentti — chlorofylu a, chlorofylu b a celkovych karotenoidi.

V prvnim experimentu byla pouzita metodika pouzivana v UEB. Polovina listu
nastiihana na malé kousky a nésledné zalita 10 ml 100% methanolem. Vzorky byly uchovavany
vV umélohmotnych zkumavkach. Extrakce probihala ve tm¢ 1 tyden. Vysledny extrakt byl
ziedén, tak aby bylo mozné stanovit obsah pigmentt (tmavsi vzorky zfedény 100x, svétlejsi
10x). Pigmenty byly métfeny na mikrodestickach v ptistroji Tecan Infinite N200 a nasledné byly
zpracovavany softwarem Magellan. Pro vypocet koncentrace fotosyntetickych pigmentt byly

pouzity rovnice z prace Lichtenthaler (1987).

Ve druhém a tfetim experimentu byla pouzita metodika pouzivana v laboratofi
prof. Albrechtové na PfF UK dle Porra et al. (1989). Z listi byly odebrany ter¢iky o priméru

1 cm, které byly ulozeny do mrazaku pfi - 24 °C. ZmraZené vzorky listi byly extrahovany v 10
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ml dimethylamidu kyseliny mravenci (DMF) ve sklenénych lahvickach uzavienych
parafilmem. Po celou dobu extrakce byly vzorky uchovavany ve tm¢ v lednici pfii 4 °C. Poté,
co byly ze vzorkli vyextrahovany pigmenty (po 4 dnech), byly vzorky zméfeny na
spektrofotometru Evolution 201. V programu Thermo insight byly zaznamenavany absorbance
ve vinovych délkach 480, 647, 664 a 750 nm. Pro vypocet koncentrace fotosyntetickych
pigmentt byly pouzity rovnice z prace Wellburn (1994). Obsah fotosyntetickych pigmenti byl

vztazen na hmotnost susiny (ng/g).

3.6. Rychla kinetika fluorescence - OJIP test

Po 14 denni kultivaci rostlin, jesté pifed samotnou sklizni, byly rostliny adaptovany na
tmu v zatemnéné mistnosti, prikryté latkou. Po cca 30 minutach temnostni adaptace byl méten
rychly nastup indukované fluorescence pomoci kapesniho fluorimetru FluorPen 2 (PSI). Méteni
bylo provedeno vzdy na druhém listu od vzrostného vrcholu. Méteni probihalo na péti mistech
listu. Data byla stazena z fluorpenu do pocitace a v softwaru FluorPen byla data pfenesena do

excelu a tam dale zpracovana (Strasser et al. 2000).

3.7. Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymii

4.7.1. Extrakce proteinti

Rostlinny material (kofeny, stonky a listy) byl v tekutém dusiku rozmélnén na prasek.
Pfiblizn¢ 3 g rozdrceného materialu bylo homogenizovano v 0,1M Tris/HCI pufru (tab. 7), kde
na 1 g suSiny bylo pouzito 10 ml pufru. Roztok byl po dobu 30 minut za stdlého chladu michan
na michacce. Poté byl nejprve centrifugovan (pii 4 °C, 27 000 rpm, po dobu 30 minut)
a nasledné prefiltrovan ptfes Miracloth Filter. Pelet byl vyhozen a déale byl pouzit pouze

supernatant.

Do supernatantu byl pfidan siran amonny (40% nasyceni). Homogenat byl opét 30 minut
michan a nasledné 30 minut centrifugovan. Vzorky byly pfefiltrovany pfes Miracloth Filter.
Pelet byl opét vyhozen (vysrazely se v ném tézké proteiny, které nebyly potiebné pro dalsi

praci).
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Do roztoku byl pfidan siran amonny (80% nasyceni). Vzorek byl opét 30 minut michan
a nasledné 30 minut centrifugovan. Zbyly roztok byl vylit. Pelet byl rozpustén ve 2,5 ml 25
mM Tris/HCI pufr (viz tab. 7) a preveden na PD 10 kolonu. Byla provedena eluce 3,5 ml 25mM
Tris/HCI pufrem. Vzorky byly zmrazeny a skladovany pfi - 80 °C.

0,1M Tris/HCI pufr 0,1 M Tris/HCI, 5 mM EDTA, 1 % PVP K30, 5 mM DTE, 1 %

(pH 7,8) Nonidet P 40
25 mM Tris/HCI pufr = 25 mM Tris/HCI
(pH 7,8)

Tab. 7: Chemické slozeni pufrt (dle Soudek et al. 2014)

3.7.2. Stanoveni obsahu proteinti

Pro stanoveni obsahu enzymu bylo nutné nejprve zjistit mnozstvi proteind ve vzorcich
pomoci Bradfordova testu (Bradford 1976). Tato fotometricka metoda je zaloZzend na tmérném

navazani barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na protein.

Vzorky byly méfeny na mikrodestickach. Do jednotlivych jamek bylo pipetovano 5 pl
vzorku ve tfech opakovanich. Pomoci multikandlové pipety bylo ke vzorkiim ptidano 250 pl
pufru. Po 10 minutich byla méfena absorbance vzorkl na multifunkénim readeru Tecan Infinite
N200 pii 595 nm. Vysledky byly zpracovany softwarem Magellan, odkud byla data pfenesena

do excelu.

Ke stanoveni koncentrace proteinli v roztoku bylo nutné nejprve vytvorit kalibra¢ni
ktivku proteint (viz graf 1). Jako standard byl pouzit albumin hovéziho séra BSA v mnozstvi
125 - 2000 pg*ml?. Standardni kiivka byla vytvofena vynesenim hodnot absorbance proti

jejich koncentracim.

Mnozstvi proteinil bylo vyjadieno v pg/ml.
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Graf 1.: Kalibracni kiivka pro stanoveni koncentrace proteinti pomoci spektrofotometrické metody

3.7.3. Determinace enzymatické aktivity

Z rostlin tabaku N. glutinosa byly extrahovany ¢tyfi enzymy, které se bézné vyuzivaji
jako indikatory antioxidacni aktivity a to peroxidaza (PX), askorbatperoxidaza (APX), katalaza
(CAT) a glutation-S-transferaza (GST). Sledovanym parametrem byla zména absorbance

vzorku v zavislosti na ¢ase pii pokojové teploté po ptidani specifického substratu.

Aktivita peroxiddzy byla stanovena pouzitim barevné reakce s pouzitim standartnich
substrati guajakolu a diammonium 2,2"-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6) sulfonové kyseliny
(ABTS) (Drotar et al. 1985).

Aktivita katalazy byla detekovana pomoci spotieby peroxidu vodiku (Verma a Dubey
2003).

Aktivita glutation-S-transferazy byla zjisténa pomoci reakce s 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenem  (CDNB), 1,2-dichloro-4-nitrobenzenem  (DCNB), fluorodifenem,
4-nitrobenzyl chloridem (pNBC), 4-nitrobenzoyl chloridem (pNBoC) (Habig et al. 1974).

Aktivita askorbat-peroxiddzy byla detekovana pomoci sniZeni absorbance askorbatu
(Vanacker et al. 1998). Slozeni roztokd a substrati pro stanoveni specifické aktivity
jednotlivych enzymi je shrnuto v tabulce 8. V tabulce 9 jsou popsany veli¢iny potiebné pro

vypocet specifické aktivity enzymd.
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55,56 mM K2HPOy4, pH 7
60 mM askorbat sodny

3% H0
APX

smés pufr-substrat
extrakt enzymi
100 mM KoHPOg4,pH 7

200 mM H;0;
CAT
smés pufr-substrat

extrakt enzymu
50 mM K;HPO4 pH 7

100 mM ABTS

4,5 mM H,0,
ABTS

smés pufr-substrat
extrakt enzymi
PX
50 mM Tris/HCI, pH 6
3,4 mM guajakol

. 9 mM H,0,
guajakol

smés pufr-substrat
extrakt enzymi
0,1 M Tris/HCI, pH 7,5
DCNB GSH

fluorodifen DCNB
fluorodifen

CDNB 0,1 M Tris/HCI, pH 6,4
GST pNBC GSH

pNBoC CDNB
pNBC
pNBoC

smés pufr-substrat

extrakt enzymu

3,17 9/250 ml dH,0
0,1189 g /10 ml dH,0
3 ml/30 ml dH,0

5,7055 g /250 ml dH,0
102 pl/5 ml dH>O

2,8528 g9/250 ml dH,0
5,1462 g/100 ml dHO
0,4598 ml/l dH0

1,5143 g/250 ml dH,0
38 ul/100 ml dH.0
0,9195 ml/l dH,O

3,0285 g/250ml dH-0
0,0369 g/2 ml dH,0
0,0115 g/2 ml etanol
0,01969/2 ml etanol

3,0285 g/250ml dH-0
0,0369 g/2 ml dH-0
0,0122 g/2 ml etanol
0,0051g/2 ml etanol
0,00569/2 ml etanol

36 ml
10 pl
41 pl

180 pl
20 pl
30 ml
12 ml

140 pl
10 pl
27 mi
540 pl
570 pl

190 pl
10 pl

27 ml
600 pl
600 pl

190 pl
10 pl
23,7 ml
500 pl
1 ml
250 pl

23,7 ml
500 pl
1ml
1ml
1ml

150 pl
40 pl

Tab. 8.: Slozeni roztokd a substrat pro stanoveni aktivity jednotlivych enzymu

47



= ABTS 35 5,94 414
guajakol 26,6 5,94 420

CAT H202 0,036 4,63 240
DCNB 8,5 5,68 345

fluordifen 17,2 5,68 400

GST CDNB 9,6 5,68 340
pNBC 1,8 5,68 310

pNBoC 1,9 5,68 310

APX askorbat sodny 2,8 5,94 290

Tab. 9.: Veli¢iny pro vypocet specifické aktivity enzymut

Specificka aktivita enzymt byla vypoc&itana podle nasledujici rovnice:

( AA AA ) v
o o At - At + Veelk.
specificka aktivita = vzorku blank .1000 ¢ / Cgradafora
e.d. Venzyme
AA . N
e — zména absorbance vzorku v Case
Atvzorku
AA . «
zména absorbance blanku v ¢ase
Atpiank
Veeik. celkovy objem kyvety
Venzyme objem pipetovaného vzorku
d vyska vzorku v kyveté
£ extinkéni koeficient
1000 prevod jednotek z mg na pg

Cpraafora  ObSah proteinu ve vzorku

Aktivita enzymu byla vyjadfend v pkat/mg proteinu.

Stanoveni enzymu bylo provedeno v roztoku proteinti na readeru Tecan Infinite N200.

Pro ziskani dat byl pouzit software Magellan, odkud byla data pifenesena do excelu.
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3.8. Stanoveni obsahu prolinu

Pro stanoveni obsahu prolinu v listech a kofenech byla pouzita upravena metodika, ktera

vychazi z prace Bates et al. (1973).

Listy byly zbaveny stiedni Zilky a pro dalsi pokus bylo pouzito cca 0,5 g vzorku. Vzorky
byly pomoci tekutého dusiku homogenizovéany a zality dH>O na celkovy objem 8 ml. Takto

pfipravené vzorky byly uchovavany v mrazédku pii -24 °C.

Béhem dalSiho zpracovani byly ke vzorklim ptidany 2 ml 15% kyseliny sulfosalicylové
(ktera rozpousti volné aminokyseliny). Vzorky byly 30 minut michény na tfepacce za pokojové

teploty a nasledné 5 minut centrifugovany pti 5000 otacek.

V novych zkumavkach byl smichan 1 ml vzorku, 1 ml ninhydrinové kyseliny (viz tab.
10) a 1 ml kys. octové (ninhydrin reaguje s volnou aminoskupinou, proto se pouziva
Kk vizualizaci aminokyselin). Smés byla promichana na Vortexu a nasledné 70 minut vafena ve
vodni lazni. Poté byla reakce zastavena ponofenim vzorkd do vody s ledem. Do vzorku byly
pfidany 3 ml toluenu a nasledné byly zkumavky uzavieny. Roztoky byly jesté jednou dikladné

promichany na Vortexu (1 min) a ponechdny v lednici stat do druhého dne.

ninhydrin 1,259
kyselina octova 30 mi
kyselina trihydrogenfosfore¢na 7,62 ml
dH20 12,38 mi

Tab. 10: Chemické slozeni ninhydrinové kyseliny

Na spektrofotometru Evolution 201, v programu Thermo insight byla zaznamenavana
absorbance horni vrstvy vzorku — toluen s prolinem ve vlnové délce 520 nm. Jako blank byl

pouzit Cisty toluen.

Pro kvantitativni stanoveni obsahu prolinu ve vzorcich bylo nutné pfipravit kalibra¢ni
ktivku prolinu (viz graf 2). Jako standart byl pouZzit 0,001M roztok prolinu v koncentracich
20-500 pl*ml?. Standartni kiivka byla vytvofena vynesenim hodnot absorbance proti jejich

koncentracim hmotnosti.

Obsah prolinu byl vyjadien v pmol/g (Ch) resp. v pmol/g (Sh).
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Graf 2.: Kalibracni kiivka prolinu

3.10. Statistické zpracovani

Vysledky byly zpracovavany v excelu a dale statisticky analyzovany v programu NCSS
9. Rozdily mezi vice faktory byly hodnoceny metodou vicefaktorové analyzy rozptylu (GLM)
a pouzitim vicenasobného porovnani pomoci Tukey-Kramerova testu. Pro statistické hodnoceni
nulové hypotézy o shod¢ sttednich hodnot mezi dvéma soubory byl pouzit dvouvybérovy t-test,
Vv ptipadé, ze proménné nevykazovaly normalni rozdeleni nebo shodu rozptylu, byl pouzit
neparametricky Wilcoxontiv test. Pro hodnoceni nulové hypotézy o shod¢ stfednich hodnot
mezi vice soubory byla pouZitd jednorozmérnd analyza rozptylu ANOVA, piipadné jeho

neparametrickd obdoba Kruskal-Wallistv test.

Statisticky vyznamné rozdily mezi vice faktory jsou oznaeny * (p <0,05), ** p <0,01)
a *** (p < 0,001). Nulova hypotéza o shod¢ mediani byla zamitnuta ¢i potvrzena standardné
na 95% hladin€ vyznamnosti. Statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) jsou oznaceny odliSnymi

pismeny (a, b).
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4. Vysledky

Vysledky z jednotlivych pokusii jsou pro lepsi piehlednost fazeny podle stanovenych

cili prace.

4.1. Akumulace thoria

Cil prace: Vyhodnotit vliv sledovanych faktori oSetieni (fosfatova vyziva, pridani
kyseliny vinné do média a postiik putrescinem) na akumulaci Th v rostlinach Nicotiana

glutinosa (L.) a jejich organech.

Hodnoceni akumulace Th rostlinami bylo sou¢ésti prvniho a druhého experimentu.
Rostliny byly kultivovany po dobu 14 dni v rizné¢ modifikovanych médiich (deficience P,
pritomnost organické kyseliny a pfitomnost polyaminu) obsahujicich 200 uM Th/l. Byl
zkouman pfijem a akumulace Th kofeny a jeho nasledna translokace a akumulace do
nadzemnich ¢asti rostlin (stonek, listy). Pro stanoveni obsahu Th v jednotlivych organech byly
odebirany vzdy vzorky ze 4 rostlin rostoucich v jednotlivych médiich obohacenych o Th.
Rozdily akumulace Th u rostlin z riznych médii byly porovnavany vicerozmérnou analyzou

rozptylu (ANOVA GLM).

4.1.1. Akumulace Th v kofenech

Graf 3 a graf 4 znazornuji akumulaci thoria v kofenech v pokusech 1 a 2. Z divodu
velkych rozdili mezi jednotlivymi hodnotami akumulace Th v kofenech bylo pouzito
logaritmické méftitko. V kofenech na rozdil od stonkt a listd byly naméfeny pomérné velké
rozdily mezi jednotlivymi médii. Nejvice akumulovaného Th obsahovaly rostliny rostouci
v médiich s deficienci P, naopak rostliny rostouci v plném Hoaglandové médiu obsahovaly
Vv kotenech Th nejméné. Z grafii je také patrné, Ze aplikace putrescinu na listy zptisobila vyssi
akumulaci Th v kotenech (pouze v prvnim pokusu u rostlin rostoucich v médiich s deficienci P
tomu tak neni). Z vysledkl (tab. 11 a 12) ale jednoznacné vyplyva, Ze nejsilngjsi a statisticky

prukazny vliv na akumulaci Th v kofenech mé fosfatova vyziva.
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Analyza rozptylu - 3 faktory Analyza rozptylu - 3 faktory
(1 pokus) (2 pokus)
p-hodnota signifikance p-hodnota signifikance
Putrescin (Put) 0,732859 n.s. Putrescin (Put) 0,169039 n.s.
Kys. Vinna (TA) | 0,812350 n.s. Kys. Vinna (TA) | 0,909889 n.s.
Fosfor (P) 0,006694 *x Fosfor (P) 0,000117 ok
Tab. 11.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 1 pokus Tab. 12.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 2 pokus

Mnozstvi Th v korenech - 1 pokus
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Graf 3.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th v kofenech rostlin kultivovanych v modifikovaném Hoaglandove
mediu s pfidanym 200 uM Th(NO3)s — 1 pokus (mnozstvi Th je méfeno v ug/g SH)
Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; use¢ky nad sloupci znazortiuji smérodatné odchylky mnozstvi Th

Mnozstvi Th v korenech - 2 pokus
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Graf4.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th v kotfenech rostlin kultivovanych v modifikovaném Hoaglandové
mediu s pfidanym 200 uM Th(NO3)s — 2 pokus (mnozstvi Th je méfeno v ug/g SH)
Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; usecky nad sloupci znazorfiuji smérodatné odchylky mnozstvi Th
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4.1.2. Akumulace Th ve stoncich

Rostliny pfijimaji ziviny ze substratu koteny, ve kterych dochazi také k nejvétsi
akumulaci Th. Translokace do nadzemnich ¢asti rostlin je ale omezenda, coz je patrné i na
nizsich obsazich Th v nadzemnich ¢astech rostlin oproti kofenim (v nékterych variantach

i fadové rozdily.

Nejvyssi akumulace Th ve stoncich (graf 5 a graf 6) byla opét zjisténa u rostlin
rostoucich v deficienci fosforu. Tento rozdil také ¢astecné potvrdily vysledky analyzy rozptylu
(tabulka 3 a 4). V prvnim pokusu sice nevidime zddny vyznamny efekt sledovanych faktoru,
ale mtizeme vidét trend k vyssi akumulaci Th pfi oSetieni putrescinem (varianty +Put, -P a +Put,
+P v grafu 3 a 4, efekt putrescinu se blizi prikaznosti (p = 0,059260)). Ve druhém pokusu jiz
vidime signifikantni rozdil zpisobeny deficienci P, podobné jako tomu bylo u kotfenti. Z grafi
je dale také patrné, ze podobné jako u kofentl, dochazelo k vétsi akumulaci Th u rostlin

sttikanych putrescinem, ale rozdil mezi variantami opét neni statisticky prikazny (tab. 13 a 14).

Analyza rozptylu - 3 faktory Analyza rozptylu - 3 faktory
(1 pokus) (2 pokus)
p-hodnota signifikance p-hodnota signifikance
Putrescin (Put) 0,059260 n.s. Putrescin (Put) 0,072714 n.s.
Kys. Vinnd (TA) |  0,130506 ns. Kys. Vinnd (TA) |  0,742784 ns.
Fosfor (P) 0,081393 n.s. Fosfor (P) 0,001929 wx
Tab. 13.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 1 pokus Tab. 14.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 2 pokus

Mnozstvi Th ve stoncich - 1 pokus
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Graf5.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th ve stoncich rostlin kultivovanych v modifikovaném Hoaglandove
mediu s pfidanym 200 uM Th(NO3)s — 1 pokus (mnozstvi Th je méfeno v ng/g SH)
Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; asec¢ky nad sloupci znazoriiuji smérodatné odchylky mnozstvi Th

53



Mnozstvi Th ve stonku - 2 pokus
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Graf 6.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th ve stoncich rostlin kultivovanych v modifikovaném Hoaglandové
mediu s pfidanym 200 pM Th(NO3)s — 2 pokus (mnozstvi Th je méfeno v ug/g SH)
Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; tsec¢ky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th

4.1.3. Akumulace Th v listech

Nejvétsi rozdily mezi obéma pokusy byly zjistény v ptipadé akumulace Th v listech. U
jednotlivych variant nejsou zadné signifikantni rozdily a z grafii (graf 7 a graf 8) nemlzeme
mluvit ani o Zadnych trendech tykajici se akumulace. Obecné z grafi lze pouze tvrdit, Ze
rostliny, které byly stiikané putrescinem, opét akumulovaly vétSi mnoZstvi Th v listech nez

rostliny bez posttiku, ale tento rozdil mezi variantami neni statisticky prikazny (tab. 15 a 16).

Analyza rozptylu - 3 faktory Analyza rozptylu - 3 faktory
(1 pokus) (2 pokus)
p-hodnota signifikance p-hodnota signifikance
Putrescin (Put) 0,659880 n.s. Putrescin (Put) 0,442376 n.s.
Kys. Vinna (TA) 0,240867 n.s. Kys. Vinna (TA) 0,328385 n.s.
Fosfor (P) 0,615058 n.s. Fosfor (P) 0,581549 n.s.
Tab. 15.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 1 pokus Tab. 16.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 2 pokus
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Graf 7.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th v listech rostlin kultivovanych v modifikovaném Hoaglandové
mediu s piidanym 200 uM Th(NOs)s — 1 pokus (mnozstvi Th je méfeno v pg/g SH)
Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; use¢ky nad sloupci znazorfiuji smérodatné odchylky mnozstvi Th

Mnozstvi Th v listech - 2 pokus
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Graf 8.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th v listech rostlin kultivovanych v modifikovaném Hoaglandové

mediu s pfidanym 200 uM Th(NO3)s — 2 pokus (mnozstvi Th je méteno v ug/g SH)
Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; tsec¢ky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th
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4.1.4. Akumulace Th v nadzemni biomase

Graf 9 a graf 10 zndzoriuji akumulaci Th v celé nadzemni biomase rostlin. Z grafi

vyplyva, ze exogenni aplikace putrescinu ziejmé usnadnuje vyssi akumulaci Th v nadzemni

Casti rostlin, vyjma kombinace s Kyselinou vinnou v médiu. Vys$si akumulaci Th v nadzemni

biomase opét mizeme vidét u rostlin rostoucich v deficienci P a u rostlin oSetfovanych

postiikem putrescinu. Zadné vysledky ale nejsou statisticky vyznamné (tab. 17 a 18).

Analyza rozptylu - 3 faktory

(1 pokus)
p-hodnota signifikance
Putrescin (Put) 0,97613 n.s.
Kys. Vinna (TA) 0,61113 n.s.
Fosfor (P) 0,226748 n.s.

Tab. 17.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 1 pokus
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Graf 9.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th Vv nadzemni biomase rostlin kultivovanych v modifikovaném

Analyza rozptylu - 3 faktory
(2 pokus)
p-hodnota signifikance
Putrescin (Put) 0,264526 n.s.
Kys. Vinna (TA) 0,294691 n.s.
Fosfor (P) 0,904942 n.s.

Tab. 18.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 2 pokus

Mnozstvi Th v nadzemni biomase - 1 pokus

+Put, -P

+Put, +P

+Put, +P, +TA

Varianty

Hoaglandové mediu s pfidanym 200 pM Th(NOg3)s — 1 pokus (mnoZstvi Th je méfeno v ug/g SH)
Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; tsec¢ky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th
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Mnozstvi Th v nadzemni biomase - 2 pokus
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Graf 10.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th v nadzemni biomase rostlin kultivovanych v modifikovaném
Hoaglandové mediu s pfidanym 200 pM Th(NOz3)s — 2 pokus (mnoZstvi Th je méfeno v ug/g SH)
Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; tse¢ky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th

4.1.5. Pomér akumulace Th v S/R

Pro lepsi ptedstavu o vlivu sledovanych faktorii na translokaci Th do nadzemnich ¢asti
rostlin byl porovnavan pomér Th v nadzemni biomase a kotenech, ktery byva nazyvan jako

translokacni faktor (viz graf 11 a graf 12).

Nejvétsi signifikantni rozdil je opét vidét u rostlin rostoucich v deficienci P, coZ souhlasi
s vySe popsanymi vysledky. Deficientni rostliny akumuluji nejvétsi mnozstvi Th ve vSech
organech, ale celkova translokace Th do nadzemnich ¢ésti je pomérné mala. Nejvyssi hodnota
transloka¢niho faktoru v prvnim pokusu (graf 9) byla zjisténa u rostlin rostoucich v médiu
s optimalni vyZzivou a ve fosfatovém médiu s ptidanou kyselinou vinnou. Ve druhém pokusu
byla nejvyssi hodnota naméiena ve fosfatovém médiu s pfidanou kyselinou vinnou, na jejichz

listy byl stfikan putrescin. To znamena, Zze putrescin zvySuje translokaci Th do nadzemni

biomasy, ale vysledky nejsou statisticky prikazné (tab. 19 a 20).

Analyza rozptylu - 3 faktory Analyza rozptylu - 3 faktory
(1 pokus) (2 pokus)
p-hodnota signifikance p-hodnota signifikance
Putrescin (Put) 0,205782 n.s. Putrescin (Put) 0,07700 n.s.
Kys. Vinna (TA) 0,461226 n.s. Kys. Vinna (TA) 0,777722 n.s.
Fosfor (P) 0,001934 ** Fosfor (P) 0,001379 *x
Tab. 19.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 1 pokus Tab. 20.: Vicerozmérna analyza rozptylu — 2 pokus
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Pomér mnozstvi Th v S/R - 1 pokus
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Graf 11.: Pomér mnozstvi naakumulovaného Th v R/S kultivovanych v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pfidanym 200 uM Th(NO3)s — 1 pokus (mnozstvi Th je mé&feno v pg/g SH)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, a.u. — arbitralni jednotky; use¢ky nad sloupci znazormuji
smérodatné odchylky mnozstvi Th

Pomér mnozstvi Th v S/R - 2 pokus
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Graf 12.: Pomér mnozstvi naakumulovaného Th v R/S kultivovanych v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pfidanym 200 uM Th(NOs)s — 2 pokus (mnozstvi Th je méfeno v pg/g SH)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, a.u. — arbitralni jednotky; use¢ky nad sloupci znazormuji
smérodatné odchylky mnozstvi Th

V prvnim pokusu rostliny vykvetly a bylo tedy stanovovano i mnozstvi Th ve kvétech.
Z divodu velmi malych hodnot akumulace Th (fadové jednotky) a absenci statisticky

vyznamnych rozdila zde tato data nejsou uvedena.
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Vsechny vyse uvedené vysledky ukazuji, ze akumulace Th se smérem od koten
K listim resp. kvétim snizuje. Obsah Th v nadzemni biomase byl pfiblizn¢ 100x nizsi nezli
obsah Th v kofenech. Dale také mizeme konstatovat, ze nejvétsi vliv na pfijem Th ma
deficience P, ale vyznamné ji ovliviluje exogenni pifidani putrescinu, ktery byl stfikdn na

rostliny.

4.2. Reakce rostlin na ptfitomnost Th v médiu — nespecifické indikatory

stresu

Cil prace: Vyhodnotit odpovéd’ Nicotiana glutinosa (L.) na pritomnost Th v médiu

na urovni fyziologickych markeri:

- obsahu vody v rostlindch
- vybranych parametrii fotosyntetického aparatu

- detekce oxidativniho stresu

Z vysledki publikovanych Vv pfedchozi kapitole jasn€ plyne, Ze nejvétsi vliv na
akumulaci Th rostlinami méla fosfatova vyziva. Proto v nasledujici kapitole budou reakce na
pfitomnost Th rozdé€leny podle pfitomnosti resp. nepfitomnosti P v médiich. Vysledné hodnoty

budou porovnavany dvouvybérovym t-testem.

4.2.1. Obsah vody v listech

Pro stanoveni obsahu fotosyntetickych pigment na suSinu bylo nutné také stanovit
obsah vody v listech. Graf 13 (a-f) naznacuje, ze pfitomnost Th v médiu neméla vliv na obsah
vody v listech, ackoliv nékteré¢ vysledky vysly signifikantni. Zda se, ze ani P vyziva nema vliv
na relativni obsah vody v listech. Signifikantni vysledky jsou tedy spise vysledkem ptirozenych

rozdili mezi rostlinami.
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Graf 13.: Stanoveni obsahu vody, a) 1 pokus -P, b) 1 pokus +P; ¢) 2 pokus -P; d) 2 pokus +P, €) 3 pokus -P, f)

3 pokus +P

P — fosfor, Th — thorium, tsecky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky obsahu vody

hvézdy nad sloupci zndzornuji statisticky vyznamné rozdily na hlading * = 0,05, ** = 0,01, *** = (0,001

obsah vody %
obsah vody %

4.2.2. Parametry fotosyntetického aparatu

Jedny ze sledovanych parametr byly parametry fotosyntetického aparatu. V prvnim
pokusu byla pro stanoveni fotosyntetickych pigmentd pouzita extrakce do methanolu
a metodika dle Lichtenhaler (2001). Kvuli metodické chybé v extrakci nebudou tyto vysledky
prezentovany. Prezentovany budou pouze vysledky z druhého a tietiho pokusu, kde byla

pouzitd extrakce do DMF a metodika dle Porra et al. (1989).
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4.2.2.1. Obsah fotosyntetickych pigmentt

Cilem tohoto experimentu bylo zjisténi mnozstvi fotosyntetickych pigmentl

Vv rostlinach rostoucich v ne/ptitomnosti Th a v deficienci a pfitomnosti P.

Prvnim zkoumanym pigmentem byl chlorofyl a (graf 14, a-d), ktery je povazovan za
pigment, ktery je vice citlivy k poskozeni nez chlorofyl b (Bidwell 1979, cit. dle Chettri et al.
1998). Ve druhém pokusu se v zavislosti na pfitomnosti Th v médiu obsah chlorofylu a u rostlin
rostoucich v deficienci fosforu nemeénil (graf 14a), avSak pii optimalni vyziveé s ptitomnosti Th
obsah chlorofylu a v listech prikazné vzrostl (graf 14b). Ve tfetim pokusu ovSem vysla
akumulace u deficientnich rostlin opacné nez ve druhém pokusu: pfi deficienci P se obsah
chlorofylu a v rostlindch oSetfenych Th oproti kontrole prikazné snizoval (graf 14c), pfi
optimalni P vyzivé nebyly zaznamenavany prikazné rozdily v obsahu chlorofylu a v zavislosti

na pritomnosti Th (graf 14d).
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Graf 14.: Stanoveni obsahu chl a v SH; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; c) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, asecky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi pigmentu
hvézdy nad sloupci znazoriuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

Druhym sledovanym pigmentem byl chlorofyl b (graf 15, a-d). Ve druhém pokusu
muzeme vidét, Ze se obsah chlorofylu b v zavislosti na pfitomnosti Th v médiu neménil u rostlin

rostoucich v deficienci fosforu (graf 15a), ale pfi optimalni vyzivé s pfitomnosti Th v médiu
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doslo k vyraznému nartstu chlorofylu b v listech (graf 15b). Ve tfetim pokusu rostliny rostouci
v pritomnosti Th a v deficienci P obsahovaly mensi mnozstvi chlorofylu b (graf 15¢). U rostlin

s optimalni fosfadtovou vyzivou nebyl zaznamenan signifikantni rozdil (graf 15d).
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Graf 15.: Stanoveni obsahu chl b v SH; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; c) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, asecky nad sloupci znazoriiuji smérodatné odchylky mnozstvi pigmentu
hvézdy nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily na hlading * = 0,05, ** = 0,01, *** = (0,001

Bylo sledovano také celkové mnozstvi chlorofylt (graf 16, a-d). Tyto vysledky byly
podobné vysledkim obsahu chlorofylu a, tzn.: ve druhém pokusu byla vyssi akumulace
celkového mnozstvi chlorofylii namétena u rostlin rostoucich v pfitomnosti Th pfi optimalni
fostatové vyzivée (graf 16b). Naopak ve tietim pokusu celkovy obsah chlorofyli vypovidal spise

reakci chlorofylu b na pfitomnost Th v deficientnim médiu (graf 16c).
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Graf 16.: Stanoveni obsahu chlorofyld; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; ¢) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, tsecky nad sloupci znazoriiuji smérodatné odchylky mnozstvi pigmentu
hvézdy nad sloupci zndzornuji statisticky vyznamné rozdily na hlading * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

Zadné vyznamné rozdily nebyly zjistény ani v ptipadé sledovani poméru chlorofylu a
a chlorofylu b (graf 17, a-d). Nicmén¢ na vSech grafech mtizeme vidét, ze pomér chl a/chl b byl
nezménén u rostlin v ptitomnosti Th. Pouze u tietiho pokusu pfi deficienci P se pomér chl a/chl

b statisticky vyznamné snizoval u rostlin oSetfenych Th (graf 17c¢).
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Graf 17.: Stanoveni podilu chl a/b ; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; c) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P

P — fosfor, Th — thorium, a.u. — arbitralni jednotky, use¢ky nad sloupci znazortiuji smérodatné odchylky mnozstvi
pigmentu

hvézdy nad sloupci zndzornuji statisticky vyznamné rozdily na hlading * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

DalSimi sledovanymi pigmenty byly celkové karotenoidy (graf 18, a-d). Prlikazné vyssi
obsah karotenoidi byl zjistén v listech rostlin s pfidanym Th v médiu pii optimalni vyzivé ve
druhém pokusu (graf 18b). Pouze ve tfetim pokusu v médiich bez fosforu byl prikazn¢ snizeny

obsah karotenoidi zji$tén u rostlin rostoucich v médiu s pfidanym Th (graf 18c).
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Graf 18.: Stanoveni obsahu karotenoidi ; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; c) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, tsecky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi pigmentu
hvézdy nad sloupci znazoriji statisticky vyznamné rozdily na hladin€ * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

64



Nakonec byl v pokusu sledovan podil karotenoidt a chlorofyli (graf 19, a-d). Ve vétsing

pripadi neméla ptitomnost Th v médiu prikazny vliv na pomér car/chl, pouze ve 3. pokusu pfi

deficienci fosforu se pomér car/chl s pfidanim Th snizoval (graf 19c).
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Graf 19.: Stanoveni podilu car/chl; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; c) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P

P —fosfor, Th — thorium, a.u. — arbitralni jednotky, Gse¢ky nad sloupci znazoriiuji smérodatné odchylky mnozstvi
pigmentu
hvézdy nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

4.2.2.2. Fluorescen¢ni parametry a OJIP kiivka

Rostliny ve 2 a 3 pokusu byly déle pouZzity na méfeni parametrli rychlé kinetiky

fluorescence — OJIP kiivka a fluorescen¢ni parametry. Celkem byly stanovovany dva

fluorescenéni parametry — pomérné stabilni parametr Fv/Fm a parametr Fv/Fo, ktery citlivéji

reaguje na zménu fluorescence v zavislosti na stresu.
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V ptipadé OJIP kiivky (graf 20, a-d) neni na prvni pohled patrny zadny vyznamny efekt
ptitomnosti Th. Fosfatova vyziva ani pfitomnost Th nemé¢li vliv na tvar OJIP kiivky. Z graft
(graf 20a, 20c) ale mizeme vidét, ze vSechny stresované rostliny, rostouci v pfitomnosti Th na
deficientnim médiu, ale i rostliny, které rostly pouze v deficientnim médiu bez ptidaného Th a
rostliny z druhého pokusu, které rostly v pfitomnosti Th v médiu s optimalni vyzivou (graf 20b
— zelena ktivka), dosahuji nizsich hodnot maximalni fluorescence nez kontrola — tedy rostliny

rostouci v médiu s optimalni vyzivou (graf 20b — fialova ktivka, graf 20d — zluta kiivka).
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Graf 20.: OJIP kiivky; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; c¢) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, a.u. -arbitalni jednotky

Nejprve byl stanoven pomér variabilni a maximalni fluorescence (graf 21, a-d). Tento
pomér byva pomérné stabilni a vyznamné rozdily upozoriiuji na stres u rostlin (Zurek et al.
2013). Ve druhém pokusu se fluorescen¢ni parametr Fv/Fm snizoval v zavislosti na Th pouze
u deficientnich rostlin (graf 21a). Ve tietim pokusu jiz mizeme vidét vyznamné snizeni
fluorescenéniho parametru Fv/Fm v zavislosti na Th u deficientnich rostlin (graf 21c) 1 u rostlin

S optimalni vyzivou (graf 21d).
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Graf 21.: Stanoveni fluorescence Fv/Fm; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; c) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, a.u. -arbitalni jednotky, use¢ky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky Fv/Fm
hvézdy nad sloupci zndzornuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

Byl stanovovan také pomér mezi variabilni a minimalni fluorescenci. Tento

fluorescencni parametr je citlivéjsi ke zm&nam prostiedi a ke stresu nezli predchozi Fv/Fm.

Graf 22 (a-d) opét ukazuje, Ze existuji vyznamné rozdily i v parametru Fv/Fo u rostlin
rostoucich v pfitomnosti resp. nepfitomnosti Th v médiu. Stejné jako v predchozim ptipad¢ je
tento rozdil vyznamnéjsi u rostlin rostoucich v deficienci P, pomér Fv/Fo se s ptitomnosti Th
v médiu snizuje (graf 22a, 22¢). Vyznamny rozdil znovu také vidime u rostlin s optimalni

vyzivou, kde se pomér Fv/Fo s ptitomnosti Th v médiu také snizuje (graf 22d).
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Graf 22.: Stanoveni fluorescence Fv/Fo; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; ¢) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, a.u. -arbitalni jednotky, usecky nad sloupci zndzoriuji smérodatné odchylky Fv/Fm
hvézdy nad sloupci zndzorfuji statisticky vyznamné rozdily na hlading * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

4.2.3. Detekce oxidativniho stresu

4.2.3.1. Specificka aktivita antioxidacnich enzym

Celkova specificka aktivita antioxidac¢nich enzymi byla stanovovana pouze v prvnim
experimentu. Tento experiment mél za cil sledovat aktivitu 4 enzymt — APX (graf 23), CAT
(graf 24), PX (graf 25) a GST (graf 26).

Graf 23 znazornuje aktivitu APX v jednotlivych organech rostliny. Ve vSech
P-deficientnich médiich graf (23a, 23c, 23d) byla pozorovana zvySend aktivita APX oproti
rostlindm z optimalni P vyzivy (graf 23b, 23d, 23f). Vyssi aktivita APX potom byla zmétena
zejména u rostlin rostoucich v médiich s pfidanym Th, nicméné zadné vysledky nejsou
signifikantni. Jediny vyznamny vysledek byl zjistén u stonku rostlin rostoucich v ptitomnosti

P (graf 23d). Tady miZeme pozorovat snizenou aktivitu APX u rostlin rostoucich v +Th.

Celkova aktivita APX u rostlin rostoucich v +P médiu byla pfiblizné tfetinova nez
aktivita APX u rostlin rostoucich na deficientnim médiu. Z graft dale plyne, Ze ve vSech

organech rostliny dochazi priblizné ke stejné aktivité tohoto enzymu.
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Graf 23.: Stanoveni aktivity APX; a) kofeny -P, b) kofeny +P; ¢) stonek -P; d) stonek +P; e) listy -P; f) listy +P
P — fosfor, Th — thorium, usecky nad sloupci znazornuji smérodatné odchylky mnozstvi APX
hvézdy nad sloupci znazoriyji statisticky vyznamné rozdily na hladin€ * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

Specifickou aktivitu CAT ukazuje graf 24 (a-f). Aktivita CAT se v zavislost na
ptfitomnosti Th v optiméalnim médiu prikazné zvySovala pouze ve stoncich rostlin (graf 24d),
obdobny trend je ale také vidét u kotent (graf 24b). V listech potom bylo naméfeno priikkazné
snizeni aktivity CAT (graf 24f). U rostlin rostoucich v deficientnim médiu je vidét podobny
trend, jako v optimalnim médiu - u stonku (graf 24¢) je podobny trend navyseni aktivity jako
v +P médiu, v listech (graf 24e) je pak vidét trend k poklesu aktivity CAT podobné jako v +P

médiu. Enzym se tedy chova v riznych organech odlisné.
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Grafy dale ukazuji, ze rostliny rostouci v optimalnim fosfatové vyziveé stejné jako
rostliny rostouci v deficienci fosforu se chovaji podobné ve vsech organech. Rozdilna

vyznamnost vysledki je zfejmé dana nizkym poctem pozorovani.

Celkova aktivita CAT se v jednotlivych organech rostlin rostoucich v optimalnim
fosfatové vyziveé u -Th varianty prakticky neménila, ale u +Th rostlin se smérem od kotenti po
listy snizovala. V deficientnim médiu -P pak byla aktivita CAT u + Th rostlin v kotfenech
nejnizsi, naopak nejvyssi byla ve stoncich, ale u rostlin rostoucich v -Th médiu byla ve stoncich

nejnizsi a nejvyssi v listech.
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Graf 24.: Stanoveni aktivity CAT; a) kofeny -P, b) kofeny +P; c) stonek -P; d) stonek +P; e) listy -P; f) listy +P
P — fosfor, Th — thorium, use¢ky nad sloupci znazortuji smérodatné odchylky mnozstvi CAT
hvézdy nad sloupci znazoriuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001
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V grafu 25 (a-f) je zobrazena specificka aktivita PX-ABTS. Ve stoncich a v listech byly
pozorovany vyznamné rozdily mezi aktivitou PX v médiich v zavislosti na pfitomnosti Th a to
jak v deficientnim -P, tak v médiu s optimalni fosfatovou vyzivou. Vyssi aktivita PX byla vzdy
nameéfena u rostlin bez piidaného Th. V deficientnich médiich byla aktivita PX mirné vyssi nez

v +P médiich.

V kotenech nebyly pozorovany Zadné statisticky vyznamné rozdily v aktivité¢ PX.
Expozice Th ale zptsobila trend ke zvySeni specifické aktivity PX v kofenech rostlin rostoucich
V P-deficientnim médiu (graf 25a). Celkov¢ byla aktivita PX v deficientnich médiich pfiblizné

4x, resp. 8x (v +Th variant¢) vyssi nez v médiich +P.
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Graf 25.: Stanoveni aktivity PX-ABTS; a) kofeny -P, b) kofeny +P; c¢) stonek -P; d) stonek +P; e) listy -P;
f) listy +P

P — fosfor, Th — thorium, use¢ky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi PX-ABTS

hvézdy nad sloupci znazoriuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné * = 0,05, ** = 0,01, *** = (0,001
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Poslednim zkoumanym enzymem byla GST (graf 26, a-f). Rostliny vykazuji trend
k vyssi aktivit¢ GST v téméf vSech organech ve variantach -Th, avSak signifikantné vySsi
aktivita GST u kontrolnich rostlin byla shledana pouze v kofenech rostlin (graf 26b) v optimalni
P vyzivé a listech rostlin P-deficientnich (graf 26e). Celkova specificka aktivita GST byla mirné

vyssi v kofenech oproti nadzemnim orgdntm rostlin.
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Graf 26.: Stanoveni aktivity GST; a) kofeny -P, b) kofeny +P; c) stonek -P; d) stonek +P; e) listy -P; f) listy +P
P — fosfor, Th — thorium, tsecky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi GST
hvézdy nad sloupci znazoriuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

Z vyse uvedenych grafi vyplyva, ze aktivita vSech enzymi byla ve vSech organech
rostlin tabdku pfiblizné stejna. Pouze aktivita enzymu PX-ABTS v deficientni médiu +Th byla

vyrazné€ vyssi v kofenech, nez jeho aktivita v nadzemnich orgénech rostlin.

Déle se také zda, ze nejvetsi vliv na specifickou aktivitu enzymu APX méla pritomnost

P. Na specifickou aktivitu PX potom méla nejvétsi vliv expozice Th.
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4.2.3.2. Akumulace prolinu

V této kapitole budou demonstrovany vysledky z akumulace prolinu v listech (graf 27,

a-d) a kofenech (graf 28, a-d).

V listech byl jediny prikazny vysledek naméten ve tfetim pokusu u rostlin rostoucich
V P-deficientnim médiu, kde mizeme vidét pokles obsahu prolinu v zavislosti na pfitomnosti
Th v médiu (graf 27c). V ostatnich grafech je patrny opacny trend, tedy trend zvysujiciho se
prolinu v listech v zavislosti na ptitomnosti Th v médiu a to jak v +P médiu (graf 27a, 27d)),

tak i v P-deficientnim médiu (graf 27b).

V kofenech byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily v akumulaci prolinu
v zavislosti na pfitomnosti Th v médiu. Rostliny rostouci na +Th médiu akumulovaly
Vv kotenech vice prolinu nez rostliny rostouci na médiu bez Th. Celkove se z grafii zda, ze vyssi

mnozstvi prolinu bylo naméteno vzdy u P-deficientnich rostlin, s vyjimkou +Th kofeni ve

druhém pokusu.
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Graf 27.: Obsah prolinu v listech; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; ¢) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, use¢ky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi prolinu
hvézdy nad sloupci znazoriji statisticky vyznamné rozdily na hladiné * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001
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Graf 28.: Obsah prolinu v kofenech; a) 2 pokus -P, b) 2 pokus +P; c) 3 pokus -P; d) 3 pokus +P
P — fosfor, Th — thorium, ase¢ky nad sloupci znazoriiuji smérodatné odchylky mnozstvi prolinu
hvézdy nad sloupci zndzorfuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001

Z vyse uvedenych grafti akumulace prolinu vyplyva, ze zatimco v kofenech jsou vysledky
témét ve vSech pripadech konzistentni, tzn., ze je vidét zvySujici se mnozstvi volného prolinu

Vv zavislosti na pfitomnosti Th v médiu, tak v ptipadé¢ listi vysledky nejsou jednoznacné.

4.3. Porovnani reakce rostlin na Th v rizné¢ modifikovanych meédiich

Cil prace: Vyhodnotit, jak bude odpovéd’ rostliny na Th na urovni fyziologickych
markeru ovlivnéna riznymi faktory oSetfeni rostlin (fosfatova vyziva, pfidani kyseliny

vinné do média a postiik putrescinem)

V prvni ¢asti vysledktli jsem popisovala akumulaci Th v jednotlivych ¢astech rostliny.
Protoze ptitomnost fosfati v médiu méla nejsilnéjsi efekt na akumulaci Th v rostlinach, tak
jsem se ve druhé ¢asti vénovala vyhodnoceni reakce rostlin na Th rostoucich v optimalni vyziveé
a fosfatové deficienci. Tato ¢ast bude vénovana vyhodnoceni reakce rostlin rostoucich na

médiich s Th, ktera ale byla ovlivnéna dalSimi modifikacemi. Hodnoty byly porovnavany
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jednocestnou ANOVOU (one-way ANOVA), kdy kazda kombinace jednotlivych faktort

média (P-vyziva, kyselina vinna, posttik putrescinem, Th) byla pojaté jako nezavisla osetieni.
4.3.1. Akumulace thoria

Graf 29 a graf 30 ukazuji vyznamny vliv modifikace média na pfijem, akumulaci
a translokaci Th v rostlinach tabaku. Z divodu velkych rozdilt mezi jednotlivymi hodnotami
akumulace Th v kofenech bylo vtéto varianté pouzito logaritmické méfitko. Z graft
jednoznacné vyplyva, Ze nejvétsi vliv na akumulaci Th v rostlinach (zejména v kofenech) méla
pfitomnost resp. nepfitomnost P: rostliny z obou médii bez P obsahovaly vzdy prikazné
nejvyssi mnozstvi Th v kofenech. Déle z grafi mizeme vypozorovat celkové vyssi piijem Th
u rostlin, kterym byl aplikovan putrescin na listy. Rostliny oSetfené pouze putrescinem
akumulovaly pii obou variantach fosfatové vyzivy prukazné nejvice Th v listech oproti

ostatnim variantdm oSetieni, coz bylo konzistentni u obou experiment.

Piekvapujici byl vysledek piijmu a akumulace Th u rostlin, které rostly v médiich
s ptidanou kyselinou vinnou, u které¢ jsem piedpokladala, Ze podpofi ptijem a translokaci Th do
nadzemnich ¢asti rostlin. V prvnim pokusu sice mizeme vidét vyssi akumulaci Th v kotfenech
u rostlin oSetfenych kombinaci kyseliny vinné a putrescinu pii optimalni P vyzive, ale vysledky
nejsou statisticky vyznamné. Ve druhém pokusu byla naopak zjiSténa v pfitomnosti kyseliny

vinné spiSe nizs$i akumulace Th v kotfenech, ale vysledky opét nejsou signifikantni.

Mnozstvi Th - 1 pokus

10000 y 60
a a H kofen
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~ oo
ST 15
J:
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Graf 29.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pfidanym 200 pM Th(NO3)s — 1 pokus (mnozstvi Th je méteno v pg/g SH)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; ise¢ky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi
Th, pismena nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné p < 0,05
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Graf 30.: Celkové mnozstvi naakumulovaného Th v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pfidanym 200 pM Th(NO3)s4 — 2 pokus (mnozstvi Th je méteno v pg/g SH)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna; use¢ky nad sloupci znazorfiuji smérodatné odchylky mnoZstvi
Th, pismena nad sloupci zndzornuji statisticky vyznamné rozdily na hlading p < 0,05

4.3.2. Obsah vody

v

Ve vsech néasledujicich grafech predstavuje prvni sloupec zbarven Sed¢€, popt. cerné
kontrolni rostliny, které rostly v plném Hoaglandové médiu, modré sloupce zastupuji rostliny
rostouci v plném Hoaglandové médiu obohaceném o thorium, kyselinu vinnou a/nebo
putrescin. Sloupce zabarvené fialové potom piedstavuji rostliny z modifikovanych médii
(thorium, putrescin), které rostly ve P-deficienci v médiich obohacenych o thorium a/nebo

putrescin..

V grafu 31, 32 a 33 je zobrazen obsah vody v listech. Z grafi je patrné, Ze nebyly
pozorovany zadné vyznamné rozdily mezi jednotlivymi oSetfenimi, které by se opakovaly
Vv jednotlivych pokusech. Celkové ale rostliny z druhého pokusu obsahovaly nejméné vody, coz

mohlo byt zplisobeni tim, Ze se jednalo o rostliny napéstované béhem suchého, horkého 1éta.

V prvnim (graf 31) pokusu byl vyznamny rozdil oproti kontrole zméfen pouze u
P-deficientnich rostlin rostoucich v pfitomnosti thoria, na které byl stfikan putrescin. Tyto

rostliny oproti kontrole obsahovaly signifikantné¢ mén¢ vody.

Ve druhém pokusu (graf 32) byl oproti kontrole zjistén jeden rozdil u rostlin rostoucich
V optimalnim médiu. Vyznamné vyssi obsah vody obsahovaly rostliny rostouci v pfitomnosti

thoria a kyseliny vinné. U P-deficientnich rostlin byl také pouze jeden vyznamny vysledek a to
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Graf 33.: Obsah vody v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu s ptidanym 200 uM Th(NO3)4
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4.3.3. Parametry fotosyntetického apara

4.3.3.1. Fotosyntetické pigmenty

Ve druhém a tfetim pokusu byly sledovany fotosyntetické pigmenty. Jednotlivé byl

35), chlorofylu b (graf 36, 37), celkové chlorofyly (graf

sledovéan obsah chlorofylu a (graf 34,
38, 39), pomér chl a/chl b (graf 40, 41)

44, 45).

, celkové karotenoidy (graf 42, 43) a pomér car/chl (graf

tén u rostlin rostoucich

w

4

7

ani zjis

Prikazné nejvyssi obsah chlorofylu a byl u obou pozorov

ledky nejsou pro oba

ivys

tatn

wr

ve fosfatovém médiu s piidavkem kyseliny vinné. OvSem os

(07 dét, ze kontrolni rostliny

muzeme Vi

Ve druhém pokusu (graf 34)

pokusy konzistentni.

obsahovaly mén¢ chlorofylu a nez rostliny ze vSech ostatnich médii. Signifikantné vyssi obsah

chlorofylu a byl v pfipadé rostlin rostoucich v médich s fosforem zjistén ve dvou médiich.

Jednak v médiu, kde na rostliny byl aplikovan putrescin, ale mnohem vyssi obsah chlorofyld

v v

a byl naméfen u rostlin rostoucich v médiu obohaceném o kyselinu vinnou a thorium. Rostliny,
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nelisily, avSak oproti kontrole obsahovaly vyznamn¢ vyssi obsah chlorofylu a.

Ve tietim pokusu (graf 35) nebyl u rostlin rostoucich ve fostatovych médiich zjistén

y rozdil v obsahu chlorofylu a. Rostliny, které rostly pouze v deficienci fosforu,

I
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Graf 35.: Stanoveni obsahu chlorofylu a v tabdku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pfidanym 200 uM Th(NO3)4 — 3 pokus (mnozstvi pigmentu je méfeno v ug/g SH)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové étverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi pigmentdl, pismena nad sloupci znazorfuji statisticky vyznamné rozdily
na hladiné p < 0,05

Nejvyssi obsah chlorofyli b byl u obou pokusi také zjiStén u rostlin rostoucich ve
fostatovém médiu s ptfidanym thoriem a kyselinou vinnou, ale ostatni vysledky znova nejsou
konzistentni. Kontrolni rostliny ve druhém pokusu (graf 36) opét obsahovaly celkové nejnizsi
mnozstvi chlorofylu b. Vyznamné vyssi obsah chlorofylu b byl také zjistén u rostlin rostoucich
ve fosfatovém médiu s aplikaci putrescinu. U obou P-deficientnich rostlin, at’ uz v ptitomnosti

nebo nepiitomnosti thoria byl také zjistén vyznamné vyssi obsah chlorofylu b.

Ve tfetim pokusu (graf 37) nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil mezi rostlinami
rostoucimi v modifikovanych fosfatovych médiich, ale rostliny, které rostly pouze
vV P-deficientnim médiu, rostliny rostouci v P-deficientnim médiu s aplikaci putrescinu
a rostliny rostouci v P-deficientnim médiu s ptidavkem thoria a s postfikem putrescinu na listy

obsahovaly vyznamné niz§i mnozstvi chlorofylu b ve srovnani s kontrolou.
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pokusti konzistentni. Nicméné se zde opakuji stejné trendy v akumulaci celkovych chlorofyla,

které byly zjistény v obsazich obou chlorofyli zvlast'.
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Graf 38.: Stanoveni obsahu chlorofylii v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu s ptidanym
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Graf 39.: Stanoveni obsahu chlorofyld v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu s pfidanym
200 uM Th(NOs3)s — 3 pokus (mnozstvi pigmentu je méfeno v pg/g SH)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové étverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi pigmentdl, pismena nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily
na hladiné p < 0,05

KdyzZ se podivame na pomér chl a/chl b (graf 40, 41), tak mizeme vidét v obou pokusech
podobny trend — pomér mezi chlorofyly byl vy$si vzdy u rostlin, které byly oSetieny
putrescinem.

Ve druhém pokusu (graf 40) byl vyznamny rozdil v poméru obou chlorofylii oproti
kontrolnim rostlindm zjistén ve fosfatovém médiu s aplikaci kyseliny vinné a v P-deficientnim
médiu s pfidavkem thoria a aplikaci putrescinu na listy rostlin tabaku. Ve tfetim pokusu (graf
41) byl signifikantni rozdil oproti kontrole zjistén pouze u rostlin rostoucich v médiich

s ptidavkem thoria a kyseliny vinné.
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Graf 42.: Stanoveni obsahu karotenoidi v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu s pfidanym
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Graf 43.: Stanoveni obsahu karotenoidl v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu s pfidanym

vy

200 uM Th(NO3)s — 3 pokus (mnozstvi pigmentu je méfeno v pg/g SH)
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Graf 44.: Stanoveni podilu car/chl v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandoveé mediu s pfidanym 200
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Graf 45.: Stanoveni podilu car/chl v tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu s ptidanym 200
uM Th(NOs)s — 3 pokus

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, a.u. -arbitalni jednotky, riZzové &tverecky —P, modré &tverecky
+P; tsecky nad sloupci znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi pigmentli, pismena nad sloupci znazornuji
statisticky vyznamné rozdily na hladiné p < 0,05

Z ptedchozich grafii je vidét, Zze vSechny vysledky byly v ramci svych pokusii
konzistentni, ale v ptipadé poméri byl vidét u obou pokust stejny trend. Rozdily mezi obéma

pokusy mohly byt opét zptisobené napéstovanim rostlin z druhého pokusu béhem suchého Iéta.

4.3.3.2. Fluorescence chlorofylu

Ve druhém (graf 46) a tietim (graf 47) pokusu byla sledovana fluorescence chlorofylu
a zOJIP kiivky stanoveny parametry Fv/Fm, Fv/Fo, které byly porovnavany u rostlin

pestovanych ve 12 riznych médiich.

Ve 2 pokusu nebyly zjistény Zadné signifikantni rozdily ve vyslednych hodnotach obou

fluorescenc¢nich parametri mezi jednotlivymi médii (graf 46).

Ve tretim pokusu (graf 47) jiz byly zjistény rozdily u obou parametrtl, ale je zajimavé,
ze hodnoty parametru Fv/Fo, ktery byva povazovan za citlivéjsi (Lichtenthaler et al. 2005), jsou
sice na prvni pohled vidét vétsi rozdily, ale signifikantné¢ vyznamné vysledky byly zjistény
u obou parametrl stejné. V Sedém resp. ¢erném sloupecku znazoriujici hodnoty parametru
Fv/Fm resp. Fv/Fo namétfenych u kontrolnich rostlin, které rostly v plném Hoaglandové médiu

bez pridavku thoria byly naméteny nejvyssi hodnoty. U rostlin, které rostly v modifikovanych
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médiich bez thoria, byly zjistény vyznamné nizsi hodnoty pouze ve dvou médiich — v +P médiu
s ptidanou kyselinou vinnou a s aplikaci putrescinu a v P-deficientnim médiu s aplikaci
putrescinu. OvSem u rostlin, rostoucich v pfitomnosti Th, bylo zjisténé signifikantni snizeni
obou fluorescencnich parametrii u vSech rostlin, nezavisle na dalSich modifikacich média.
Nejnizsi hodnoty byly naméfeny u rostlin rostoucich v P-deficientnim médiu, které byly

stiikdny putrescinem na listy.

Hodnoty naméfené u stresovanych rostlin ve tfetim pokusu sice byly niz§i oproti
kontrole, ale pouze ve tfech médiich — médium +PUT, +P +Th, médium +PUT, -P, +Th
a médium +PUT, -P, dosahovaly niz§ich hodnot ve flourescen¢nim parametru Fv/Fo, které jiz
jsou obecné povazovany za hodnoty vykazujici stres. OvSem v ptipad¢ druhého parametru
Fv/Fm byly ,,stresové* hodnoty naméfené pouze u vyse zminénych P-deficientnich médiich,

nezavisle na pfitomnosti Th.
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4.3 4. Detekce oxidativniho stresu

4.3.4.1. Aktivita vybranych antioxida¢nich enzymu

Meg¢fteni specifické aktivity antioxidacnich enzymii bylo soucasti prvniho pokusu.
Celkem byly stanovovany 4 enzymy — APX (graf 48, 49, 50), CAT (graf 51, 52, 53), PX (graf
54, 55, 56), GST (graf 57, 58, 59).

Prvnim enzymem byla APX. Aktivita APX byla u kontrolnich rostlin ve vSech organech
piiblizné stejnd a nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil ani po ptidani thoria do média. V ptipadé
kotenii (graf 48) ale muzeme vidét, ze rizné dal$si modifikace fosfatovych médii vedly
Kk prikaznému zvyseni aktivity APX v kofenech. U P-deficientnich médii nebyl oproti kontrole
pozorovan zadny vyznamny rozdil.

U stonkt (graf 49) opét nevidime Z4dny vyznamny rozdil u P-deficientnich rostlin ve
srovnani s kontrolou. Vyznamné vyssi aktivita APX byla zméfend u rostlin rostoucich ve
fosfatovych médiich s pfidanou kyselinou vinnou, bez ohledu na pfitomnosti thoria a v médiich
s ptidanou kyselinou vinnou a s aplikaci putrescinu na listy.

U listi (graf 50) byl vyznamny rozdil v aktivit¢ APX oproti kontrolnim rostlinam zjistén
ve fosfatovém médiu s ptidanou kyselinou vinnou a u rostlin rostoucich v P-deficientnim médiu
osetfenych thorium. V ptipad¢ listii mizeme (s vyjimkou P-deficientniho média) také videét

trend vyssi aktivity APX u rostlin rostoucich v médiich, které neobsahovaly thorium.

APX - kofeny

700

m m-Th
600

[0 B+Th
500

400

3

300

[

e

o

200

b2

e

i
ety

L

o
£

b2
o
2
o

L
et

o

umol*min-1*mg-1 proteinu

2
b2

i3

100

o
ety

d

T

+P, +TA +PUT, +P, +TA

Varianty

Graf 48.: Stanoveni aktivity APX v kofenech tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pfidanym 200 uM Th(NOs)s — 1 pokus (mnozstvi APX je mé&feno v pmol*min-**mg-! proteinu)
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Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové étverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th, pismena nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily na
hladiné p < 0,05
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Graf 49.: Stanoveni aktivity APX ve stoncich tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s ptidanym 200 uM Th(NO3s)s — 1 pokus (mnozstvi APX je méfeno v pmol*min-t*mg-! proteinu)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové étverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th, pismena nad sloupci znazoriuji statisticky vyznamné rozdily na
hladiné p < 0,05
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Graf 50.: Stanoveni aktivity APX v listech tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pfidanym 200 uM Th(NOs)s — 1 pokus (mnozstvi APX je méfeno v pmol*min-**mg-! proteinu)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové étverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th, pismena nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily na
hladiné p < 0,05
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Druhym stanovovanym enzymem byla CAT (graf 51, 52, 53). V ptipad¢ kotent nebyl
oproti kontrole zjistén zadny vyznamny rozdil (graf 51). Ale mtizeme vidét trend vyssi aktivity
CAT u rostlin rostoucich ve fosfatovych médiich s pfidavkem thoria oproti médiim bez
pridaného thoria. U stonkt (graf 52) také nebyl mezi oSetfenimi prokazan zadny signifikantni
rozdil. Také v ptipad¢ listi (graf 53) nebyl oproti kontrole zjistén zadny signifikantni rozdil,
ale celkové nejvyssi aktivita CAT byla naméfena u P-deficientnich médii bez ohledu na
ptidavku thoria.

V piipadé tohoto enzymu mtizeme vidét trend vyssi aktivity CAT u rostlin, na které
nebyl stfikdn putrescin, tento trend je patrny zejména u nadzemnich organti rostlin, které rostly

V pfitomnosti thoria.
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Graf 51.: Stanoveni aktivity CAT V kofenech tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pridanym 200 uM Th(NO3)s — 1 pokus (mnozstvi CAT je méfeno v umol*min*mg-! proteinu)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové étverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazoriuji smerodatné odchylky mnozstvi Th, pismena nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily na
hladiné p < 0,05
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Graf 52.: Stanoveni aktivity CAT ve stoncich tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s pfidanym 200 pM Th(NO3)s — 1 pokus (mnoZstvi CAT je méfeno v umol*mint*mg-! proteinu)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové étverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th, pismena nad sloupci zndzoriuji statisticky vyznamné rozdily na

hladiné p < 0,05
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Graf 53.: Stanoveni aktivity CAT v listech tabdku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu
s ptidanym 200 uM Th(NOs)s — 1 pokus (mnozstvi CAT je mé&feno v pmol*min~**mg-! proteinu)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové ¢tverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th, pismena nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily na
hladiné p < 0,05

Grafy 54, 55 a 56 zobrazuji specifickou aktivitu enzymu PX-ABTS. Vyznamny rozdil

v aktivité PX v kofenech (graf 54) oproti kontrole byl zjistén ve fosfatovém médiu s ptidavkem
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thoria a kyseliny vinné a také v obou P-deficientnich médiich s pfidavkem thoria. Nejvétsi
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Graf 56.: Stanoveni aktivity PX v listech tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu s pfidanym
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Graf 58.: Stanoveni aktivity GST ve stoncich tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu



Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové étverecky —P, modré &tverecky +P; usecky nad sloupci
znazornuji smérodatné odchylky mnozstvi Th, pismena nad sloupci zndzoriuji statisticky vyznamné rozdily na
hladiné p < 0,05
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Graf 59.: Stanoveni aktivity GST v listech tabaku kultivovaném v modifikovaném Hoaglandové mediu s pfidanym
200 uM Th(NO3)s — 1 pokus (mnoZstvi GST je mé&feno v umol*min-t*mg-! proteinu)

Put — putrescin, P — fosfor, TA — kyselina vinna, rizové ¢tverecky —P, modré ¢tverecky +P; tsecky nad sloupci
znazoriuji smérodatné odchylky mnozstvi Th, pismena nad sloupci znazornuji statisticky vyznamné rozdily na
hladiné p < 0,05

4.3.4.2. Akumulace prolinu

Obsah prolinu v listech a kofenech byl métfen ve 2 a 3 pokusu. Z grafii mtzeme vidét,
ze listy povétsSinou obsahovaly vyssi obsah prolinu. V grafu 60 mizeme vidét, ze u listi (svétlé
sloupce) byly ve fosfatovych médiich zjiStény dva vyznamné rozdily a to vyssi obsah prolinu
u rostlin rostoucich v médiu s optimalni vyzivou s pfidavkem thoria a vyznamné niZsi obsah
prolinu u rostlin rostoucich ve fosfatovém meédiu obohaceném o thorium, kyselinu vinnou
a vng&jsi aplikaci putrescinu. U kofenid (tmavé sloupce) mizeme oproti kontrole vidét pouze
vyznamné vyssi obsah prolinu a to opét u rostlin rostoucich v optimédlnim médiu s ptidavkem
thoria a u rostlin rostoucich v médiu s optimalni vyzivou s pfidavkem thoria a kyseliny vinné.
U P-deficientnich rostlin bylo vyznamné vy$§i mnoZstvi prolinu zméfeno u obou
P-deficientnich médiich, kde rostliny rostly v pfitomnosti nebo nepfitomnosti thoria a u rostlin

rostoucich v P-deficientnim médiu, na které byl stfikan putrescin.

Druhy graf (graf 61) znazorfuje obsahy prolinu ze tfetiho pokusu. U listl oproti kontrole
nevidime Z4dné vyznamné rozdily. U kofenii miiZzeme oproti kontrole vidét vyznamné rozdily

pouze u P-deficientnich rostlin a to ve 3 médiich - -P, +Th; -P, +PUT; -P, +PUT, +Th.
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5. Diskuse

5.1. Experimentalni systém

Thorium se v piirodé nevyskytuje v elementarni podob¢, ale vzdy je vazané v riznych
vice &i méné rozpustnych slougeninach. Casto se také vyskytuje v piitomnosti dal§ich t&zkych
kovi (zejména uranu). OvSem reakce rostlin se na jednotlivé kovy lisi, n¢které z nich jsou
rostlindm v urcitém mnozstvi prospésné (napt. Zelezo, meéd’), ale jiné mohou pusobit toxicky
1 ve velmi malé koncentraci (kadmium). Abychom byli schopni ur¢it, jaky vliv ma urcity kov
na rostliny, tak musime pochopit jednak proces a mechanismus piijmu a akumulace kovu
Vv rostlinach a jejich jednotlivych organech a pletivech, ale také samotnou obranu rostlin vici

toxicité zpusobené kovy.

Ja jsem se ve své praci zaméfila pouze na sledovani vlivu thoria na rostliny jednoho
kultivaru, a to tabaku Nicotiana glutinosa L. Kvuli snazsi interpretaci vysledkl a manipulaci
s rostlinami, byly rostliny péstovany v perlitu a zality Hoaglandovym médiem. Toto médium
obsahuje vesker¢ ziviny potiebné pro rist rostlin dodané dle ptesného rozpisu. Hlavni vyhodou
pouziti média je, ze vSechny rostliny byly vystaveny pfesné definovanym koncentracim zivin,
zatimco v pudé¢ se nachazi rozdilné ziviny v riznych formach, které se mohou zasadné lisit svoji
dostupnosti pro rostliny a téz v riznych koncentracich. Zivinové médium bylo upraveno
pfedem vybranymi modifikacemi jeho sloZeni (pfitomnost ¢i absence thoria, kyseliny vinné,

fosfatu), s ohledem na mozny vliv na ptijem a akumulaci thoria rostlinami.

V ptirod¢ jsou rostliny rostouci v mistech s vysokou koncentraci kovti ovlivnény také
ostatnimi podminkami prostfedi, abiotickymi (slune¢ni zafeni, sucho, extrémni teploty,
extrémni pH) 1 biotickymi (moZné napadeni herbivory a patogeny, interakce s pidnimi
mikroorganismy apod.). Abych co nejvice eliminovala vliv vnéjSich atmosférickych podminek
na rostliny, tak byly rostliny tabdku péstovany ve skleniku za stadlych podminek (teplota,
vzdusnd vlhkost a svételné podminky) a ja jsem se tak mohla zaméfit na sledovani stresu

zpusobenym pouze thoriem.

V praci jsem se potom zaméfila jednak na akumulaci thoria v jednotlivych organech
rostlin v zavislosti na riznych modifikacich média. Déle jsem se orientovala na sledovani
nespecifickych stresovych markerti, pomoci kterych jsem byla schopna urcit, zda se rostliny

nachazely ve stresovaném stavu.

99



V prvni ¢asti diskuze budu nejprve diskutovat metodické ptistupy, které byly pouzity
Vv této praci. V dalsi Casti se budu vénovat diskuzi dat, které jsem ziskala, a nakonec bude

diskutovan piinos prace a za¢lenéni vysledka do $irsiho kontextu sméfovani dal$iho vyzkumu.

5.2. Metodické pristupy pouzité v praci
5.2.1. Obsah thoria v rostlindch

Nez zacneme u rostlin sledovat stres zplisobeny kovy pomoci rtiznych stresovych
markert, je nejprve dulezité zjistit, zdali rostlina dany kov viibec pfijimé a akumuluje.
Takovych praci zaméfenych na rizné druhy rostlin a rizné kovy jiz bylo provedeno mnoho,
napt. Soudek et al. (2014) nebo Saenen et al. (2013), sledovali schopnost rostlin ¢iroku resp.
Arabidopsis thaliana akumulovat uran. Andreazza et al. (2011) zase sledovali schopnost
podzemnice olejné akumulovat méd’. Pro piesnéjsi sledovani akumulace kovu v rostlinném téle
je dobré sledovat zvlast' jejich akumulaci v jednotlivych orgénech. Diky pfesnéjSimu
rozpoznani akumulace kovu v jednotlivych organech rostlin totiz ziskdme lep$i ptedstavu
0 schopnosti rostlin imobilizovat kovy v kofenech a jejich potencialu translokovat je do
nadzemnich ¢asti (McGrath a Zhao 2003).

Sledovanim akumulace thoria v jednotlivych organech rostlin se jiz zabyvalo n€kolik
autord, napf. jeho sledovanim v rostlinach tabaku (Soudek et al. 2013), pSenice (Shtangeeva

a Ayrault 2004) nebo boruvky (Morton et al. 2002).

J& jsem ve své praci pouzila metodiku stanoveni obsahu thoria v jednotlivych organech
rostlin pouzivanou Dr. Soudkem v UEB AVCR (Soudek et al. 2013). Akumulace thoria byla
stanovovana vzdy z pfedem urcenych celych rostlin, které byly rozdéleny po jednotlivych
organech. UsuSené vzorky organt rostlin byly vzdy rozmélnény a promichany tak, aby pro
samotné méteni byl pouZit smésny vzorek a nedochdzelo tak k ovlivnéni vysledkl, vybranim
napiiklad pouze spodnich listl. Samotna metodika méfeni obsahu thoria v rostlinach je
zaloZena na mineralizaci vzorkt rostlin, coz jsem provedla v laboratofi Dr. Soudka a nésledném
méfeni obsahu thoria v roztoku mineraliza¢nich kyselin a rozlozeného vzorku rostliny. Toto

méfeni bylo zalozeno na bdzi hmotnosti spektrofotometrie a bylo provedeno V servisni
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laboratofi prof. M. Mihaljevice na Ustavu geochemie, mineralogie a nerostnych zdroji

Ptirodovédecké fakulty UK standardné pouzivanou metodikou.
5.2.1. Parametry fotosyntetického aparatu

Thorium je sice radioaktivni kov, ale ja jsem se ve své praci zaméfila na méfeni
oxidativniho stresu, ktery Th zpiisobuje toxicitou chemickou, nikoliv radia¢ni (Vandenhove et
al. 2006). VSechny mnou pouzité metody zatim nebyly sledovany u zadnych rostlin rostoucich
v pritomnosti thoria. V predlozené praci jsem nejprve sledovala obsah fotosyntetickych
pigmentti a vybrané fluorescencni parametry. Obsah fotosyntetickych pigmentt (chlorofylu a,

chlorofylu b a celkovy obsah karotenoidl) v listech byl stanovovan spektrofotometricky.

Existuje mnoho metod stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentl, které se 1isi
zejména pouzitym rozpoustédlem. J4 jsem v prvnim pokusu pouzila metodiku pouzivanou
v laboratoii na UEB AV CR dle Lichtenthaler (1987), kde jsem jako rozpoustddlo pouzila
methanol. V této ¢asti prace jsem ale udélala metodickou chybu, proto zde tato data nejsou
prezentovana. Z divodu této chyby jsem se rozhodla v dalSich dvou experimentech pouZit
metodiku dle Porra et al. (1989), ktera je standardné pouzivana v Laboratofi ekofyziologické
anatomie na PfF UK. V této praci doporucuji pouzivat jako rozpoustédlo DMF. Hlavni vyhodou
pouziti rozpoustédla DMF je pomala degradace chlorofyll a karotenoidd, diky ¢emuz ziskame
presnéjsi hodnoty a téz relativné dlouhd doba stability extraktu: nejméné 20 dni, pokud jsou
extrakty skladovany pii 4°C a ve tmé (Inskeep a Bloom 1985). Jako nevyhodu ale miZeme
vnimat karcinogenni vlastnosti rozpoustédla a nutnost extrahovat vzorky v digestoii ve tmé
a v chladu, aby nedochazelo k rozkladu chlorofylii. PfestoZe je tato metoda slozitéjsi, tak se
ukazalo, ze je pfesnéjsi neZ pouziti metanolu jako rozpoustédla. Pro stanoveni obsahu pigmenth
ve vzorcich byly pouZity upravené rovnice dle Wellburn (1994). Wellburn se v této praci
zamétil na presné stanoveni koeficientl specifické absorpce chlorofyli a celkovych

karotenoida a upravil tedy rovnice, které byly pouzité v ptivodni praci Porra et al. (1989).

Dalsi metodou, ktera je ¢asto pouzivana ke sledovani poskozeni PSII, je méfeni rychlé
fluorescence chlorofylu a. Ja jsem se rozhodla zaméfit na tvar OJIP kiivky a z ni ziskanych
parametri Fv/Fm a Fv/Fo. Pro sledovani rychlé kinetiky fluorescence chlorofylu a jsem zvolila
tyto parametry, protoze se jednd o rychlé mefeni pomoci kapesniho fluorimetru a navic listy

rostlin se béhem méteni neposkozuji a jsou pak vyuzitelné pro dalsi analyzy.
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Je obecné znamo, Ze se tvar OJIP kiivky méni v zavislosti na poskozeni rostlin
vyvolaném vysokou teplotou nebo suchem (De Ronde et al. 2004). Tvar OJIP kiivky se ale také
méni za pritomnosti toxického mnozstvi kovti. Napt. Kalaji a Loboda (2007) analyzovali tvar
OJIP kiivky u dvou odrtad psSenice, které rostly v médiich s pfidavkem kadmia nebo olova.
Vysledny tvar OJIP kiivky (obr. 11) se oproti kontrole snizil u rostlin rostoucich v pfitomnosti
olova, ale u rostlin rostoucich v ptfitomnosti kadmia doslo zcela ke ztraté typického tvaru OJIP
kiivky. Tato zména mohla byt zplsobena schopnosti kadmia vytésnit hoi¢ik z jeho vazby
v molekule chlorofylu, ktery pak ztraci schopnost elektrony transportovat. Vysledky této prace
ukazuji, ze méteni tvaru OJIP kiivky mize byt pouzito pro sledovani zvySené koncentrace
téchto dvou kovl v rostlinach v pfirod¢. Ja jsem se ve své praci pokusila zjistit, jestli ma také
thorium vliv na typicky tvar OJIP kiivky a zdali bude moZné pomoci OJIP kiivky sledovat také

poskozeni rostlin zptisobené timto kovem.

5.2.3. Detekce oxidativniho stresu

Oxidativni stres byl sledovan jednak pomoci méfeni aktivity vysoce specializovanych
antioxidac¢nich enzymu, ale také prostfednictvim méfeni akumulace prolinu v listech

a kofenech rostlin.

Specificka aktivita enzym1 s antioxida¢ni funkci je pomérné ¢asto sledovana u rostlin
rostoucich ve stresovych podminkach zptisobenych tézkymi kovy. Jednotlivé metodiky se od
sebe 1i§i zejména dobou, kdy jsou vzorky promichavany se siranem amonnym a dobou
centrifugace vzorkll. Nékteré metodiky se také 1iSi sloZzenim pufri, které se pouzivaji pro
extrakci proteind ze vzorkd. Ja jsem pouzila metodiku, ktera se pouziva v laboratoti Dr. Soudka
na UEB AV CR, takZe se jedna o ozkousenou metodiku, kterd sice je ¢asové naroéna (trva
priblizn€ 6 hodin), ale ze ziskaného roztoku proteinii mizeme stanovit 4 rizné enzymy. Ostatni
metodiky jsou sice ¢asové méné naroc¢né, ale umoziuji stanovit aktivitu pouze 1 enzymu.
Podminkou téchto metod je tedy dostate¢né mnozstvi biomasy rostlin, které jsem ja ale neméla,
z davodu mensiho poctu testovanych rostlin daného prostorovym omezenim ve skleniku.
Ovsem vyhodou téchto metod, stanoveni pouze jednoho enzymu je rychlé zpracovani vzorki,

které samoziejmé snizuje riziko poSkozeni enzymd.
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Prolin je aminokyselina, kterou rostliny akumuluji zejména v dobé¢, kdy jsou vystavené
stresu. Diky jeho antioxidacni a osmoregulacni funkci se opé€t jedné o jeden z Casto sledovanych
parametrii detekce oxidativniho stresu u rostlin, vystaveny abiotickému stresu. Pro stanoveni
volného prolinu jsem pouzila standartni metodiku dle Bates et al. (1973), ktera je zalozena na
spektrofotometrickém stanoveni prolinu ve vzorku. Tato metodika s mensimi upravami (delsi
vareni, del$i centrifugace s menSim mnozstvim otacek apod.) je standardné pouzivana pro
sledovani abiotického stresu u rostlin, napt. sledovani vlivu salinity u slivoni (Marin et al. 2010)

nebo sledovani vlivu hliniku na Lactuca sativa (Silva a Matos 2016).

5.3. Diskuze experimentalnich vysledki

5.3.1. Akumulace thoria

Kofeny rostlin jsou hlavnim orgdnem, kterym vyssi rostliny pfijimaji ziviny z pudy.
Spolu s nimi ale pfijimaji také prvky, které nepottebuji. V prvnim a druhém experimentu byla
sledovana akumulace thoria v rostlinach tabdku. Z obou experimentl (graf 29, 30) je patrné, ze
celkovy obsah thoria se snizoval smérem od kofent k listiim resp. kvétim, pfi¢emz koteny
rostlin rostouci v médiich s optimalni vyzivou akumulovaly pfiblizn¢ 10x vice thoria nez
nadzemni ¢asti rostlin. Toto zjiSténi bylo v souladu se zjisténim Soudka et al. (2013), ktefi
péstovali rostliny druhu Nicotiana tabacum taktéz v perlitu a zalévané Hoaglandovym médiem
obohaceném o0 0,1 M thorium. V této praci ale sledovali také postupnou akumulaci thoria v ase
od 1 az po 16 dni. Zjistili, Ze také v pritb¢hu Casu je akumulace thoria do nadzemnich casti
rostlin tabaku pfiblizné¢ 10x niz8i nez v kofenech. K obdobnym vysledkim dosli i Matveyeva
et al. (2016), kteti zkoumali akumulaci uranu a thoria u ¢tyfech druzich rostlin (Xantium
strumarium, Phragmites communis, Artemisia nitrosa a Artemisia serotina), které b&ézné rostou
na skalach a hlusinach s vyssi koncentraci téchto radionuklidt. U vSech rostlin byl opét zjistén

piiblizné€ 10x vyssi obsah thoria, ale 1 uranu v kofenech oproti nadzemni biomase rostlin.

Velmi zajimavou praci, zaméfenou na akumulaci thoria v jednotlivych organech
ruznych druhii ovoce a zeleniny provedli Sathyapryia et al. (2012). Za modelové rostliny si
vybrali 16 druht rostlin (ovoce a zeleniny), které vytvari rizné Zivotni formy. Tyto rostliny
byly péstovany na jiznim pobiezi Indie, v misté s vysokou hodnotou radiace na pozadi.

Vybrané rostliny byly rozdélené podle NNMB (National Nutrition Monitoring Board) do 4
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skupin v zavislosti na ¢asti rostliny, ktera se konzumuje - zelené listy (napf. kari, amaranth),
koteny a hlizy (napf. jam, tapioca), plody zeleniny (napft. rajcata, lilek) a plody ovoce (napf.
banany, papaja). Nejvyssi koncentrace thoria a uranu byly naméfeny u hliznaté a kofenové
hodnoty byly naméfeny v plodech zeleniny a ovoce. V této praci tedy opét dosli ke stejnému
zavéru tedy, ze akumulace thoria se smérem od kotenti k plodiim snizuje, pficemz v kofenech
je obsah thoria a uranu né¢kolikanasobné vyssi oproti nadzemnim orgdntim rostliny. Tyto
vysledky maji vyznam i pro béznou populaci, protoze praveé hliznata a kofenova zelenina patii
mezi nejvyznamnéjsi zdroje obzivy. Kontaminace této zeleniny zplisobena radionuklidy by

mohla prostiednictvim potravinové pyramidy ohrozit také populaci lidi.

V praci jsem dale sledovala akumulaci thoria rostlinami v zévislosti na riznych
modifikacich média. Z jednotlivych modifikaci méla prikazny vliv na akumulaci thoria
rostlinami fosfatova vyziva, ale tento vliv byl zjistén pouze v kotfenech a ve stoncich (tab. 11,
12, 14). To ziejmé souvisi se snizenou dostupnosti thoria po ptidavku (PO4)*, ktera je dana
vysokou reaktivitou thoria s timto aniontem. Thorium je velmi silny kationt, schopny vytésnit
Na" z jeho vazeb. Piidanim fosfat do média tedy dochazi k mineralizaci Th (Guo et al. 2010).
Rostliny rostouci v deficienci fosforu potom v kofenech akumulovaly ptiblizné 100x vyssi
mnozstvi Th oproti nadzemni biomase, kde byl celkové mnozstvi naakumulovaného thoria
srovnatelné s rostlinami rostoucimi v médiich s optimalni vyzivou. Vliv pfitomnosti fosfati na
snizenou schopnost akumulace thoria rostlinami ve svych pracich pozorovali také Soudek et al.
(2013), Roos a Jakobsen (2007) a s pozorovanim Guo et al. (2010). Zda se tedy, ze rostliny
tabaku jsou schopné branit se nadmérné akumulaci thoria jeho imobilizaci na povrchu bunééné

stény bunék primarni kiry kotenti (Zhou et al. 2016).

OvSem oproti mému ocekavani, rostliny rostouci v pfitomnosti kyseliny vinné
nevykazovaly Zadné zmény v akumulaci thoria. Na zakladé¢ vysledki prace Huang et al. (1998),
ktefi sledovali akumulaci uranu u rostlin rodu Brassica. Tato prace ukézala, Ze pfitomnost
organickych kyselin vedla k vyS§§imu pfijmu uranu rostlinami a také ke zvysSené translokaci
kovii do nadzemnich ¢asti rostliny, jsem ocekavala, ze organické kyseliny zvysi rozpustnost
thoria v médiich, ¢imz by se stalo ptistupnéjsi pro rostliny, ale to se nestalo. Soudek et al. (2013)
ve své praci sice také popisuji zvySenou akumulaci thoria rostlinami tabaku, které rostly
V pfitomnosti organickych kyselin, ovSem tyto vysledky jim nevysly statisticky prikazné. Mé

pozorovani je ve shod¢ s praci Wang et al. (2015), ktefi sledovali akumulaci thoria rostlinami
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Brassica juncea. Aplikace organickych kyselin do médii jednak vedla k niz§imu piijmu thoria
koteny rostlin, ale zaroven vedla k jeho vyssi translokaci do nadzemni biomasy. Vliv
organickych kyselin na akumulaci thoria rostlinami tabdku se mi v pokusech nepodaftilo
potvrdit, nicméné V jinych pracich sledovali pozitivni vliv organickych kyselin na akumulaci

kovl. Ztejmé tedy neexistuje jednoznacny vliv organickych kyselin na zvyseny ptijem kovi.

Z grafii 9 a 10, je patrné, ze urcity vliv na translokaci thoria do nadzemni biomasy m¢l
posttik putrescinem na listy. Putrescin se v rostlinach sice bézné syntetizuje, ale bylo zjiSténo,
ze stresované rostliny ho syntetizuji ve vySs$i mife (Marco et al. 2011). Proto bych spiSe
ocekavala, ze postiik putrescinem na listy rostlin tabaku povede k niz§i akumulaci thoria
rostlinami. Mnou ziskané vysledky jsou ale v rozporu s praci Soudek et al. (2013), ktefi

u putrescinem oSetfenych rostlin sledovali snizeny obsah thoria a to ve vSech organech.

Vedle schopnosti aktivné pfijimat kovy z pidy a tvorby velké biomasy je také dilezita
schopnost rostlin translokovat kovy do nadzemni biomasy. Tato vlastnost je dilezita pro
ucinnost rostlin ve vyuziti pro fytoextrakci (McGrath a Zhao 2003). Ze zjiSténych hodnot
akumulace kovu Vv jednotlivych organech rostliny jsme nasledné schopni dopocitat
tzv. translokacni faktor kovu pro dany druh rostliny. Transloka¢ni faktor je definovan jako
pomér koncentrace kovu v nadzemni biomase a v kofenech a ilustruje ndm tedy schopnost
rostlin translokovat kovy do nadzemni biomasy (Trotta et al. 2006). Rostliny mlizeme oznacit
za hyperakumulatory pokud je hodnota translokaéniho faktoru > 1, avSak pouze za
predpokladu, ze také hodnota biokoncentra¢niho faktoru (tedy pomér koncentrace kovu
v rostliné a vpudé€) je vétsi nez 1. OvSem pokud je hodnota biokoncentratniho nebo
transloka¢niho faktoru << 1, potom se jedna o rostliny, které se stresu zplisobeném danym
kovem vyhybaji (Baker 1981). Takové to rostliny, pfestoZe mohou produkovat velké mnozstvi
biomasy, tak nejsou vhodné pro fytoextrakci, protoZze pocet sklizni potiebnych ke snizeni
koncentrace kovu v pidé o polovinu by byl vyssi nez 100, tzn., ze za piedpokladu, ze se za rok
sklidi 2 sklizné tak by dekontaminace takovych ploch trvala 50 let (McGrath a Zhao 2003).
Z grafu 11 a 12 je zfejmé, ze vybrany druh Nicotiana glutinosa zdaleka nedosahuje potiebnych
hodnot a proto tyto rostliny nejsou vhodné pro fytoremediaci thoriem kontaminovaného
prostiedi. Z vysledkl ale miizeme vidét, Ze aplikace putrescinu na listy podporuje translokaci
Th do nadzemnich ¢asti rostlin. Putrescin, popf. i ostatni polyaminy by tedy mohly byt pouzity

ve fytoremedia¢nich metodach pro podporu translokace tézkych kovli do nadzemnich ¢asti
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rostlin. OvSem tento vliv polyamind na translokaci tézkych kovii do nadzemni biomasy rostlin

je nutné jeste dale ovetit.
5.3.2. Obsah vody v listech

Sledovani obsahu vody se nékdy pouziva u rostlin rostoucich v misté¢ kontaminovaném
tézkymi kovy, ale vzhledem k jeho ovlivnéni okolnimi prostiedim tato metoda neni pfilis
spolehliva. Vysledky obsahu vody (grafy 31, 32 a 33) vysly v jednotlivych pokusech pokazdé
jinak, pfestoze rostliny byly péstované hydroponicky a bylo tedy mozné ocekavat plnou saturaci
rostlin vodou. Z rozdilnych vysledki usuzuji, ze obsah vody v rostlinach reaguje citlivé na
podminky okoli. Z tohoto diivodu také usuzuji, ze sledovani obsahu vody v listech rostlin neni
relevantni pro design pokust, ktery byl zvolen a nema tedy vypovédni hodnotu o mozném

stresu u rostlin zptisobeném thoriem.

5.3.3. Parametry fotosyntetického aparatu

Chloroplasty jsou bunécné organely, které jsou velmi citlivé na vznik oxidativniho
stresu. Vznik oxidativniho stresu je zplsoben zejména zvySenou produkci a koncentraci
singletového kysliku v chloroplastech (Wang et al. 2009). Nadmérné zvyseni mnozstvi tohoto
reaktivniho kysliku, ale 1 dalSich ROS vlivem oxidativniho stresu vede nasledné k poskozovani
chloroplastii. Chloroplasty jsou totiz slozitym systémem membran s vysokym obsahem
nenasycenych mastnych kyselin, které jsou potenciondlnim cilem pro peroxidaci zplisobenou
ROS (Halliwell a Gutteridge 1984). Poskozeni chlorofyldi, zeyména pigment-proteinovych
komplexti, miizeme také sledovat nepiimo a to za pomoci méteni fluorescence. Vyhodou této
metody je, Ze je rychla a neinvazivni, takze rostlinu nijak neposkodime a na rozdil od chlorofyla

j1 méfime piimo na Zivé rostling.

Z tohoto diivodu jsem se ve své praci zaméfila jednak na sledovani fotosyntetickych

pigmentl a dale na sledovani rychlé kinetiky fluorescence a z ni vychazejicich parametrt.
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5.3.3.1. Obsah fotosyntetickych pigment

Prezentované vysledky byly rozdélené na dvé Casti. V prvni ¢asti jsem porovnavala
pouze rostliny rostouci v médiu s pfidanym thoriem a v médiu bez thoria. Nezavisle na sob&
jsem piitom porovnavala rostliny rostouci v médiich s optimalni fosfatovou vyzivou a rostliny
rostouci ve fosfor deficientnich médiich. Tento koncept vyhodnoceni a prezentace byl zvolen
na zaklad¢ akumula¢nich experimenti, kde se jednoznacné prokazalo, ze rostliny rostouci
Vv deficienci fosforu akumuluji az 10-ti ndsobn¢ vyssi mnozstvi thoria ve stélce oproti rostlindm
rostoucich ve fosfatovych médiich. Na zakladé této akumulace ocekavam, ze rostliny z fosfor
deficientnich médiich budou vice stresované a to jednak vyssi akumulaci Th v rostlinném téle,

ale také samotnou deficienci P.

V prvni ¢asti vysledkt v pripadé chlorofylu a (graf 14, a-d) vySly dva vyznamné
vysledky a to jeho vy$§i mnozstvi u rostlin rostoucich v médiu s optimalni vyzivou za
pritomnosti thoria ve srovnani s rostlinami rostoucimi v P-médiu bez thoria, ale téZ u rostlin,
které rostly v P-deficientnim médiu, kde ovSem obsahovaly rostliny ovlivnéné thoriem méné
chlorofylu a nez neovlivnéné rostliny. Obdobny vysledek byl také patrny v ptipade chlorofylu
b (graf 15, a-d). Ackoliv u obou chlorofylti vysli dva rozdilné signifikantni rozdily, tak
u ostatnich dvou pokusii, pfestoze vysledky nejsou priikkazné, vyslo, ze rostliny rostouci
Vv pritomnosti thoria obsahovaly vzdy vysS§i obsah chlorofylt a i b. Tyto vysledky
korespondovaly také s celkovym obsahem chlorofylu (graf 16, a-d) v rostlinach. Vyssi obsah
chlorofylt a (graf 34, 35) i b (graf 36, 37) a obsah celkovych chlorofylt (graf 38, 39) ve druhé
¢asti vysledkl opét ukazaly, Ze rostliny rostouci v pfitomnosti thoria opé&t obsahovaly vyssi

mnozstvi chlorofylli nez ,,kontrolni“ rostliny.

Dale jsem také méfila pomér mezi chlorofylem a a chlorofylem b. V prvni ¢asti (graf
17, a-d) vysledky ukazaly niZ8i hodnoty tohoto poméru u rostlin rostoucich v pfitomnosti thoria,
ovSem vyznamny rozdil vySel pouze v jednom piipadé. Toto pozorovani se potvrdilo také ve
druhé ¢asti vysledki (graf 40 a 41), kde jsem jiz porovnavala vS§echna média. Jedinou vyjimkou,
kde vySel u rostlin rostoucich v pfitomnosti thoria vy$$i pomé&r chlorofylli oproti rostlindm
rostoucim za neptitomnosti thoria, bylo P-deficientni médium s aplikaci putrescinu. To tedy
znamena, ze u rostlin rostoucich v pfitomnosti thoria byl rozdil v obsahu obou chlorofylt mensi
nez u ,,kontrolnich rostlin“, nicméné vSechny rostliny obsahovaly témét 3x vyS§i mnozstvi

chlorofylu a oproti chlorofylu b.
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Dale je z grafii patrné, Ze rostliny ze tfettho pokusu obsahovaly pfiblizné polovi¢ni
mnozstvi chlorofylli. Tento rozdil ptipisuji rozdilné dobé, kdy byly rostliny péstovany (2 pokus
- 1éto 2015, 3 pokus —jaro 2016).

Podle Bidwella (1979, cit. dle Chettri et al. 1998) na oxidativni stres citlivéji reaguje
chlorofyl a, ale podle Soudka et al. (2014) reagoval na pfitomnost kovl (kadmia a zinku)
Vv rostlinach ¢iroku chlorofyl b. Z mych vysledki ale plyne, Ze u rostlin rostoucich v pfitomnosti
thoria, doslo k nartstu obou chlorofylt, tudiz nelze jednoznacné fici, ktery z téchto chlorofyla
citlivéji reaguje na pfitomnost thoria v médiu. Podle mého nazoru zde v§ak mizeme pozorovat
tzv. efekt hormeze. Tedy mtizeme pozorovat, ze stres zpusobeny thoriem byl ziejm¢ mirny
a m¢l tedy pozitivni vliv na obsah chlorofylii v rostlinach tabdku, ackoliv vysledky nejsou
vétsinou priikazné. O tomto efektu jiz ve své praci pisi Unak et al. (2007), ktefi pozorovali, Ze
ptinizké koncentraci Th v padé€ (az 1316 ppm) se rostlinam dafilo vyrazn¢ 1épe oproti rostlinam
kontrolnim. Podobny efekt kadmia na rostliny Lonicera japonica zjistili Jia et al. (2014). Nizké
mnozstvi kadmia v pudé (10 mg/kg) totiz vedlo ke zvySeni mnozstvi obou chlorofyli
a karotenoidu v rostlinach. Vyssi mnozstvi kadmia pak jiz vedlo ke snizeni celkového mnozstvi
vSech fotosyntetickych pigmentii. OvSem vétSina praci popisuje negativni efekt kovi na obsah
pigmenttl. Naptiklad v praci Gallego et al. (1996), Naser Karimi et al. (2012) nebo Saenen et
al. (2013) vzdy sledovali ubytek obsahu chlorofylu a, chlorofylu b i celkovych chlorofyli
u ruznych druhd rostlin (Helianthus annuus, Cynara scolymus, resp. Arabidopsis thaliana),

které byly vystaveny riznym kovum (Zelezo méd’ nebo kadmium, olovo, resp. uran).

Dale jsem se ve své praci zaméfila na sledovani obsahu karotenoidii v rostlinach.
Karotenoidy totiZ maji vedle schopnosti absorpce energie také antioxidacni vlastnosti (Stahl
a Sies 2003). V piipadé obsahu karotenoidd v listech tabaku byly v prvni ¢asti (graf 18, a-d)
opét vidét dva vyznamné rozdily. A to jednak u rostlin rostoucich v médiu s optimalni vyZivou
za pfitomnosti thoria v porovnani s rostlinami rostoucimi v médiu bez fosfatii a bez thoria, ale
téz urostlin, které rostly v P-deficientnim médiu, kde ale rostliny ovlivnéné thoriem obsahovaly
mén¢ celkovych karotenoidd nez thoriem neovlivnéné rostliny. U dal§ich dvou grafi (graf 42
a 43) s neprikaznymi vysledky mtizeme opét vidét trend vysSsiho obsahu karotenoidi u rostlin
rostoucich v pfitomnosti thoria. Také ve druhé casti vysledkl se opét ukazalo, ze rostliny
rostouci v pfitomnosti thoria obsahuji vy$§i mnozstvi karotenoidil, nez thoriem nestresované
rostliny. Mé experimenty sice nejsou uplné signifikantni, ale ukazuji, Ze karotenoidy by mohly

hrat ochrannou roli v v pfipad¢ reakce rostlin na thorium
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Nakonec byl sledovan pomér karotenoidl a chlorofyld (graf 19, a-d a graf 44 a 45).
Ovsem, podil téchto pigment vysel podobné u rostlin rostoucich v pfitomnosti thoria, jako
u rostlin rostoucich v jeho nepfitomnosti. Jediny vyznamny rozdil vySel pouze ve tietim pokusu
u rostlin rostoucich na P-deficientnich médiich, kdy u rostlin rostoucich v pfitomnosti thoria
byl zjistén niz8i pomér fotosyntetickych pigmentl. VSechny rostliny pak obsahovaly piiblizné
10x vyssi obsah chlorofylii nez karotenoidl. Tudiz se mi nepodafilo prokazat vyrazny vliv

thoria na obsah chlorofyla a karotenoidi.

M¢ vysledky opét souhlasi s pozorovanim Jia et al. (2014) ktera psal o efektu hormeze
u Cd-hyperakumulujicich rostlin Lonicera japonica rostoucich v pfitomnosti kadmia. Také
prace ukazala, Ze u rostlin Arabidopsis thaliana vystavenych olovu a nizkym koncentracim
medi (150 uM) a rtuti (200 uM) dochézi k nartistu celkového obsahu karotenoidii. Ovsem ve
vyssich koncentracich médi a rtuti doslo k poklesu jejich obsahu. Na dalsi kovy — mangan
a zinek potom rostliny reagovaly pouze snizenim obsahu karotenoidli (Baek et al. 2012).
V praci vénované vlivu uranu (50 uM) na rostliny Arabidopsis thaliana doslo naopak k poklesu

koncentrace celkovych karotenoidu v listech (Vanhoudt et al 2014).

5.3.3.2. Fluorescencni parametry

Jak jsem jiz psala analyza OJIP kiivky a z ni ziskanych fluorescenénich parametrt se
bézné pouziva pro sledovani vlivu riznych stresovych faktort na rostliny, v¢etné té¢zkych kovii

(napt. Kalaji a Loboda 2007, Dias et al. 2012).

Tvary OJIP kiivky (graf 20, a-d) na prvni pohled nevykazovaly zadné rozdily mezi
rostlinami rostoucimi v pfitomnosti thoria a kontrolnimi rostlinami. Vystiedky nasvéd¢uji, Ze
fosfatova vyziva, ani pfitomnost thoria v médiu nemély vliv na tvar OJIP kiivky. OvSem, kdyZ
se podivame na fluorescenéni parametry Fv/Fm (graf 21, a-d) a Fv/Fo (graf 22, a-d), tak
muzeme vidét, Ze oba parametry vykazuji niZ§i hodnotu u rostlin rostoucich v pfitomnosti
thoria. Pfesto ale zjisténé vysledky obou parametri jsou v norm¢ a nevykazuji tedy hodnoty
typické pro stresované rostliny. Hodnota parametru Fv/Fm pro nestresované rostliny je

Vv rozmezi 0,79-0,84 (Zurek et al. 2013) a hodnota parametru Fv/Fo je 4-6 (Roha¢ek 2002).

V dalsi ¢asti jsem mezi sebou porovnavala fluorescencni parametry u vSech médii. Ve
druhém pokusu nebyl patrny zadny vyznamny rozdil (graf 46), ale ve tietim pokusu (graf 47)
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bylo opét vidét, Ze rostliny rostouci v médiich obohacenych o thorium vykazuji signifikantné
nizs§i hodnoty obou fluorescencnich parametri. OvSem zajimava byla reakce rostlin rostoucich
v médiich obohacenych o thorium, na jejichz listy byl zaroven stiikan putrescin. Tyto rostliny
jiz vykazovaly hodnoty fluorescencniho parametru Fv/Fo nizsi nez 4, coZ znamena, Ze se jiz
jedna o stresované rostliny. Vysledky mé prace tak jednak naznacuji, Ze v rostlinach rostoucich
Vv pritomnosti thoria dochéazi ke snizeni obou sledovanych fluorescen¢nich parametrti. Toto
snizeni by mohlo byt umocnéné pouzitim vyssi koncentrace thoria v médiu. Zda se tedy, ze
s koncentraci thoria (0,2 mM Th(NOz3)4), kterou jsem v pokusu pouzila ja, se rostliny ziejmé
umi velmi dobte vypotadat. Dale pak vysledky naznacuji, ze vliv thoria na fluorescenci miize

byt umocnén pouzitim dalSich oSetieni rostlin napt. putrescinem.

Tvaru OJIP kiivky a zni odvozenych parametrii se na rostlinach rostoucich
Vv pritomnosti thoria zatim nikdo nevénoval. Ale jiz existuje prace (Saenen et al. 2014), ktera se
vénovala parametru Fv/Fm u rostlin Arabidopsis thaliana rostoucich v médiu za ptitomnosti
uranu. V této praci sledovali rostliny rostouci na médiich se zvySujici se koncentraci uranu.
Pouzita média se také liSila hodnotou pH. Zatimco u rostlin rostoucich na médiich s pH 7.5
nebyl zjistén zadny rozdil, tak u rostlin rostoucich v kyselém médiu (pH 4,5) doslo k nartstu
tohoto parametru, ale hodnoty vysledné hodnoty opét nevykazovaly, Ze by rostliny byly
stresované. SniZeni obou fluorescenc¢nich parametrt sledovali také Peixoto et al. (2002) u dvou
druhii ¢iroku rostoucich v pfitomnosti hliniku. V této préci také upozornuji, ze fluorescenéni
parametr Fv/Fo reagoval citlivéji na pfitomnost hliniku v médiu. Také mé vysledky ukézaly, Ze
fluorescen¢ni parametr Fv/Fo reaguje citlivéji na zmény okolnich podminek, z ¢ehoZz miizeme
usoudit, Ze tento parametr ma vét$i vypovédni hodnotu o fyziologickém stavu rostliny

a miizeme doporucit sledovat jej 1 v dalSich pracich.

V zévislosti na akumulaci thoria v rostlindch, kterd byla vyssi u rostlin rostoucich ve
fosfor deficientnich médiich jsem ocekavala, Ze tyto rostliny budou vykazovat vétsi miru stresu.
Nicméné v ptipad¢ obsahu fotosyntetickych pigmentt a ve fluorescen¢nich parametrech nebyly
zjisténé zadné vyrazné odlisné koncentrace téchto pigmentd resp. hodnot téchto parametrti
u rostlin rostoucich v deficienci fosforu oproti rostlinam, které rostly ve fosfatovych médiich.
Vyznamny rozdil byl pozorovan pouze v piipadé fluorescencniho parametru Fv/Fo a to pouze
u rostlin ze tfetitho pokusu rostoucich v P-deficientnim médiu, na které byl stfikan putrescin.

Z téchto vysledkil vyplyva, Ze si tyto rostliny, ackoliv obsahovaly az 10x vy$§i mnozstvi thoria
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v biomase, dokdzi s thoriem poradit a to zejména jeho imobilizaci v kofenech (zfejmé jeho

navazanim na bunécné stény kotenovych bungk).

5.3.4. Detekce oxidativniho stresu

5.3.4.1. Specificka aktivita antioxidacnich enzymi

Jak jsem jiz psala v tivodu, specificka aktivita enzymu nereaguje stejné na vSechny té€zké
kovy. Nékteré kovy vedou ke zvysSeni jejich aktivity, jiné naopak k poklesu aktivity enzymad.
To je zfejmé& dano specifickou reakei rostliny na dané kovy, kdy mize dojit ke snizeni aktivity
jednoho enzymu, ale ke zvyseni aktivity jiného enzymu. Z vysledkli mé prace je také patrné, ze
rizné modifikace médii maji také velky vliv na specifickou aktivitu enzymii. Proto bylo

pomérné slozité interpretovat vysledky.

V této praci jsem se zaméfila na méfeni specifické aktivity 4 enzymu s antioxidacni
funkci — APX, CAT a PX, které katalyzuji rozklad peroxidu vodiku (Chaoui et al. 1997) a GST,
jehoz nejvyznamnéj$i funkci je zfejm& schopnost katalyzovat konjugaci glutathionu
s toxickymi substraty, napf. s tézkymi kovy (Sheehan et al. 2001). Vzhledem Kk tomu, ze
z akumulacnich experimentt vyplynulo, ze nejvétsi vliv na akumulaci thoria méla pfitomnost
fosforu, tak jsem se v prvni ¢asti vénovala zvlast porovnani rostlin rostoucich v médiich
s fosforem za ptitomnosti resp. nepiitomnosti thoria a zvlast’ pozorovanim rostlin rostoucich
Vv P-deficientnim médiu opét za pfitomnosti resp. nepfitomnosti thoria. Tento design byl zvolen,
abychom eliminovali vliv fosforu na specifickou aktivitu enzymt. V dalsi ¢asti potom uz byly

mezi sebou porovnavany vSechny varianty oSetieni.

Prvni enzym, ktery jsem méfila, byla APX. Z grafu 23 (a-f) je patrné, Ze rostliny rostouci
v médiich s optimalni fosfatovou vyzivou vykazovaly niZsi aktivitu APX nez rostliny rostouci
na P-deficientnim médiu. OvSem nebyl zjistén Zadny rozdil v aktivité¢ APX mezi kontrolnimi
rostlinami a rostlinami rostoucimi v pfitomnosti thoria (s vyjimkou stonkii rostlin rostoucich
v médiich s optiméalni vyzivou). Z téchto vysledkli se tedy zdd, Ze thorium na rozdil od

pfitomnosti fosforu nema vliv na aktivitu APX.

V dalsi c¢asti, pak byla porovndvana specifickd aktivita APX soucasné u vSech variant

(graf 48, 49, 50). Opét je patrné, ze deficience fosforu v médiich vedla ke zvyseni aktivity APX
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oproti kontrole (Sedy sloupec), ovSem statisticky vyznamny rozdil byl zjistén pouze v listech
rostlin rostoucich ve varianté -P, +Th. Vyznamné zvyseni aktivity APX bylo dale pozorovano
u rostlin, rostoucich ve fosfatovych médiich s pfidavkem kyseliny vinné a/nebo putrescinem.
Z vysledki mé prace tedy lze vyvodit, Zze na pfitomnost thoria rostliny nereaguji zvySenou
aktivitou APX, ale jeji vyssi aktivita je spiSe spojend s reakci na dal§i modifikace média
(deficience fosforu, kyseliny vinna a putrescin). Také v diive publikované praci zjistili, ze
aktivita APX se neli$i v kofenech ani stoncich druhu Phaseolus vulgaris, ktery rostl v médiu
Vv pfitomnosti kadmia nebo zinku, ale v listech jiz sledovali nartst jeho aktivity (Chaoui et al.
1997). Podobné prace Erdei et al. (2002), ve které také sledovali vliv kadmia a zinku avSak na
rostliny je¢mene, ukazaly, ze u rostlin rostoucich v ptfitomnosti kadmia dochazi k mirnému
naristu aktivity APX pouze v kofenech, ale v pfitomnosti zinku jiZ nepozorovali Zddné zmény
v aktivité¢ APX. Rozdilnou aktivitu APX v pfitomnosti kadmia a zinku sledovali také Soudek
et al. (2014). Rostliny ¢iroku rostly v médiich se zvysujici se koncentraci obou kovil. Zatimco
u rostlin rostoucich v pfitomnosti kadmia nepozorovaly zadny rozdil v aktivité APX, tak
u rostlin rostoucich v pfitomnosti zinku pozorovaly zvySujici se aktivitu APX v zavislosti na
mnozstvi zinku v médiu. OvSem prace Saenen et al. (2015) ukézala, Ze pfitomnost uranu

v médiu vedla ke snizeni aktivity APX u rostlin Arabidopsis thaliana.

Druhym sledovanym enzymem byla CAT. V prvni ¢asti vysledki, kde jsem opét
sledovala pouze vliv thoria u rostlin rostoucich v médiu za pfitomnosti resp. nepiitomnosti
fosforu, byl pozorovan vyznamny rozdil ve stoncich a v listech rostlin rostoucich v médiich
s optimalni vyzivou (graf 24, a-f). Ale zatimco stonky vykazovaly vys$i aktivitu CAT
V pfitomnosti thoria, tak v listech byla naopak za ptitomnosti thoria naméfena niz§i aktivita
CAT. Zvysledki jasné¢ vyplyva, Ze aktivita CAT neni ovlivnénd ptitomnosti resp.
neptitomnosti fosforu. Pfi porovnavani specifické aktivity CAT u vSech rostlin rostoucich na
jednotlivych médiich a to zvlast’ v jednotlivych organech (graf 51, 52, 53), nebyl v ptipadé
kotfenli a stonkl naméfen Zadny vyznamny rozdil, ale z grafli je patrny trend, kde rostliny
rostouci v médiich s optimalni vyZivou za pfitomnosti thoria vykazovaly vyssi specifickou
aktivitu CAT nez rostliny rostouci na médiich bez thoria. Ani v ptipadé listl nebyl zjiStén Zadny

vyznamny rozdil mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami rostoucimi v upravenych médiich.

To znamena, Ze ani v piipadé specifické aktivity CAT se mi nepodaftilo prokazat vliv
thoria na jeji aktivitu v rostlinach tabaku. Mé pozorovani je v souladu s praci Erdei et al. (2002),

vénované vlivu kadmia a zinku na rostliny je€mene. Ani v této praci nebyl prokazéan vliv téchto
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kovu na aktivitu CAT. Oproti tomu rostliny Suadea fruticosa (solnicka), péstované v padé
obohacené o rizné koncentrace zinku a olova vykazovaly postupné zvySujici se aktivitu CAT
(Bankaji et al. 2016). Solnicka je typicky halofytni druh, proto u ni autofi sledovali také
kombinaci halofytniho prostiedi (200mM NaCl) a pfitomnost obou kovil. Zatimco na zvysujici
se pritomnost kovil reagovaly zvySujici se aktivitou CAT, tak v kombinaci s pritomnosti soli
dochazelo ke snizeni aktivity CAT a to rovnomérné se zvysujici se koncentraci kovu v pade.
Snizena aktivita CAT mohla byt zpisobena nizsi biodostupnosti kovii, protoze pouze slané
prostiedi nemélo zadny vliv na aktivitu CAT. To by znamenalo, Ze rostliny byly vystaveny
mensimu stresu. VSechny tyto experimenty ovSem trvaly delSi dobu, ale prace Srivastava et al.
(2010) sledovala pouze kratkodobé vystaveni rostlin Hydrilla verticillata riznym koncentracim
uranu. Z vysledki jednoznacné vyplyva, Ze rostliny do 30 minut zvySily aktivitu CAT, ale téz
APX, ale béhem 24 hod se aktivita vratila na pivodni hladinu. Z téchto vysledki se d4 usuzovat,
ze rostliny reaguji zvySenou aktivitou antioxidac¢nich enzymu pouze v bezprosttednim zacatku
vystaveni stresu, ale postupem casu se jejich aktivita snizuje. Behem této doby si rostliny ziejmée
vytvofii jiné obranné mechanismy, které postupné za¢nou prevladat (napi. akumulace prolinu,

glutathionu, karoteniodd, fytochelatini).

Ttetim sledovanym enzymem byla PX. V prvni ¢asti vysledku (graf 25, a-f) nebyly
u kofent zjistény zadné vyznamné rozdily, ale z grafii je patrné, Ze rostliny rostouci v deficienci
P vykazovaly vyssi aktivitu PX nez rostliny z fosfatovych médii. Ve stoncich a v listech jiz byl
zmgéften signifikantni rozdil mezi rostlinami rostoucimi v pfitomnosti resp. nepiitomnosti thoria.
Rostliny rostouci v ptfitomnosti thoria vykazovaly nizsi aktivitu PX oproti rostlinam rostoucich
v médiich bez thoria. Tento rozdil byl patrny u vSech rostlin nezavisle na pfitomnosti fosforu
v médiu. Tyto vysledky tak potvrzuji vliv pfitomnosti thoria na antioxida¢ni systém a to

sniZzenim aktivity PX.

Vysledky z druhé ¢asti (graf 54, 55, 56) koreluji s vysledky z druhé ¢asti. Aktivita PX
Vv kofenech byla ve srovnani s rostlinami rostoucimi v kontrolnim médiu zvy$ena jednak v
P-deficientnich médiich a dale v médiich obsahujicich kyselinu vinnou. Vliv thoria v kofenech
op¢t nebyl prokazan, ale v listech a stoncich rostlin tabaku rostoucich za ptitomnosti thoria se
vySe zminény trend poklesu aktivity PX opét potvrdil. Z téchto vysledky tedy plyne, Ze rostliny
rostouci v pfitomnosti thoria vykazuji vyznamné nizsi aktivitu PX ve srovnani s kontrolnimi

rostlinami.
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Aktivitu PX ve své praci na ¢iroku rostoucim v pfitomnosti zinku a kadmia sledovali
také Soudek et al. (2014). Ve srovnani s kontrolnimi rostlinami pozorovali snizenou aktivitu
PX u obou kovti, vyrazné€jsi snizeni pak pozorovali zejména v kofenech Ciroku. Ale je zajimavé,
ze ve veétsiné me¢ dostupnych pracich pisi o zvysujici se aktivit¢ PX v zavislosti na pfitomnosti
tézkych kovu. Napt. u rostliny Pityrogramma calomelanos vystavené riiznym koncentracim
arzenu byla pozorovéna zvySujici se aktivita PX v zavislosti na zvysujici se koncentraci arzenu
v médiu. U této kapradiny jiz byla potvrzena schopnost hyperakumulace arzenu. Ziejme proto
ma tato rostlina oproti béznym druhiim vyssi kapacitu ke zvySeni mnozstvi enzymatickych
antioxidantti (Campos et al. 2016). Také druh Solanum nigrum rostouci v médiu v pfitomnosti
kadmia vykazoval zvySujici se aktivitu PX spolu se zvySujicim se mnozstvim kadmia v médiu
(Deng et al. 2010). Nebo prace Shah et al. (2001), ve které se zaméfili na sledovani vlivu kadmia
na sazenice dvou odriid ryze péstované v Zivném médiu obohaceném o kadmium. Opét i v této
praci shledali, ze v pfitomnosti kadmia dochazi k narastu aktivity PX. Tento nartst ale trval

pouze prvnich 15 dni a poté doslo opét ke snizeni jeji aktivity.

Poslednim sledovanym enzymem byla GST. V prvni ¢asti vysledka (graf 26, a-f), ve
kterych byla sledovana aktivita GST samostatné ve fosfatovém a fosfor deficientnim médiu za
pritomnosti resp. nepfitomnosti thoria, byl vyznamny rozdil zjistén jednak u kotfenl rostlin
rostoucich v médiu s optimalni vyzivou. U rostlin rostoucich v pfitomnosti Th byl ve srovnani
s kontrolnimi rostlinami patrny trend nizsi aktivity GST. Tento trend je vidét také u rostlin
rostoucich na P-deficientnich médiich. Dale byl vyznamny rozdil zjistén v listech rostlin,
rostoucich v P-deficientnim médiu, kde rostliny rostouci v pfitomnosti thoria opét vykazovaly

nizsi aktivitu GST.

Z vysledkl z druhé casti (graf 57, 58, 59) mizeme vidét trend nizsi aktivity GST
u kotent rostlin tabaku, rostoucich v pfitomnosti thoria. Kofeny rostlin rostouci v pfitomnosti
thoria vykazovaly vyznamné niZsi aktivitu GST v kofenech ve srovnani s kontrolou (s vyjimkou
dvou médii - +PUT, +P, +TA a +PUT, -P). Tento trend niZsi aktivity GST za pfitomnosti thoria
je také patrny u stonkt a listl rostlin tabaku, nicméné mezi jednotlivymi médii nevysly zadné
signifikantni rozdily. Z téchto vysledki se zd4, Ze by thorium mohlo mit vliv na aktivitu GST,
resp. ptitomnost thoria ziejmé vede ke snizeni aktivity GST. OvSem tento zavér neni potvrzen
statisticky, prestoZe trend snizujici se aktivity GST za pfitomnosti thoria se opakuje ve vSech

organech.
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Aktivitu GST ve své praci sledoval Soudek et al. (2014). Rostliny ciroku rostly
v médiich s pfidavkem kadmia nebo zinku. U rostlin rostoucich v pfitomnosti zinku doslo
oproti kontrole ke snizeni aktivity GST az pfi vysSich koncentracich zinku v médiu, naopak na
pritomnost kadmia reagovaly rostliny snizenou aktivitou GST jiz pii nizkych koncentraci, se
zvysujici se koncentraci kadmia v médiu bylo toto sniZeni stdle vyrazngj$i a to zejména
v kofenech. Také prace Nepovim et al. (2004), ve které sledovali vliv tézkych kovu — niklu,
kadmia a olova na aktivitu GST a PX v kofenech kienu ukazala, ze pfitomnost vSech téchto

kovi vede ke snizeni aktivity GST i PX v kofenech kienu ve srovnani s kontrolou.

Aktivita enzymil zcela jisté hraje dulezitou roli ve zhaSeni ROS. Nicmén¢ z vysledka
mé prace, ale také z vysledki prezentovanych v ¢lancich, které v praci cituji se zda, Ze rostliny
vzdy nereaguji na stres zplUsobeny tézkymi kovy zvySenou aktivitou téchto antioxidacnich
enzymi. Naopak nékdy vlivem stresu dochazi k itlumu jejich aktivity, to ale mtize byt spojené
se zvySujici se aktivitou dalsich antioxidanti, jako jsou glutathion, karotenoidy, nebo zvySena

aktivita SOD (superoxiddismutazy).

5.3.4.2. Akumulace prolinu

Prolin patii mezi molekuly, které maji schopnost vychytavat a zhaSet ROS, ale také jsou
schopné vazat nékteré t¢zké kovy — jedna se tedy o dalsi detoxifikaéni mechanismus rostlin
(Hare et al. 2001). Vedle toho je prolin také schopny chranit bunééné membrany pied

oxidativnim stresem a to zvySenim aktivity dal$ich antioxidanti (Matysik et al. 2002).

J& jsem ve své praci méfila koncentraci volného prolinu a to zvIast’ v listech a zvIast
Vv kotenech. Vysledky byly opét rozdéleny na dvé Casti. V prvni ¢asti jsem sledovala obsah
prolinu zvIast’ v rostlinach rostoucich ve fosfatovém médiu a zvIast’ v rostlinach rostoucich
vV P-deficientnim médiu. Ve druhé Casti jsem potom porovnéavala mezi sebou vSechny rostliny

rostouci v jednotlivych médiich.

Je obecné znamo, Ze vyssi akumulace téZkych kova vede k vyssi tvorbé ROS a ty
nasledné indukuji zvySeni hladin prolinu (Sativa a Matos 2016). Ja jsem v listech (graf 26, a-d)
zjistila pouze jeden vyznamny rozdil, a to v P-deficientnim médiu ve tfetim pokusu, kde rostliny
rostouci v pfitomnosti thoria obsahovaly mén¢ prolinu, coz je v rozporu s detoxifikacni funkci

prolinu. Zajimavé ale je, Ze v ostatnich médiich, ackoliv zde neni statisticky vyznamny rozdil,
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tak je zde patrny trend vysSiho obsahu prolinu v listech rostlin rostoucich v médiich
s ptidavkem thoria. Naopak v kotenech (graf 27, a-d) mizeme (s vyjimkou -P médii z druhého
pokusu) vidét vyznamné vyssi mnozstvi prolinu u rostlin rostoucich v médiich obohacenych

o thorium.

V dalsi casti vysledkt, kde byla porovnavana vSechna média, resp. rostliny v nich
rostouci, mezi sebou (graf 60, 61). Trend vysSiho mnozstvi prolinu v listech rostlin rostoucich
V pfitomnosti thoria byl zjistén pouze v P-deficientnich médiich a déale v médiich s optimalni
fosfatovou vyzivou. U rostlin rostoucich v pfitomnosti putrescinu a/nebo kyseliny vinné tento
trend prokazan nebyl. Nicméné ve srovnani s kontrolou nebyly v listech zjistény zadné
vyznamné rozdily. V kofenech byl zméfen vyznamné vysSi obsah prolinu v rostlinach
rostoucich v pfitomnosti thoria a to u rostlin rostoucich v médiu s optimdlni vyzivou, déle
u rostlin rostoucich ve fosfaitovém médiu za pfitomnosti kyseliny vinné a u rostlin rostoucich

v médiu s fosfatovou deficienci.

Vyse uvedené vysledky prokazaly, ze deficience fosforu ma velky vliv na obsah prolinu
Vv rostlinach. Z vysledkt z prvni ¢asti se da odvodit, Ze obsah prolinu v rostlinach byl ovlivnén
rovnéz pritomnosti thoria v médiich. Timto se mi podafilo prokdzat, Zze akumulace volného
prolinu v rostlinnych bunikach muze pfispét k odolnosti viuci stresu zptisobenym thoriem.
Nicméné bylo by dobré se této problematice vénovat dal a rostliny vystavit napf. vySSim

koncentracim thoria, nez kterou jsem pouzila ja.

Sativa a Matos (2016) ve své praci sledovali vliv riiznych koncentraci hliniku na dva
kultivary druhu Lactuca sativa. U obou kultivarti doslo k nartistu obsahu prolinu. Ov§em
u jednoho kultivaru byl pozorovan vyznamny nartst koncentrace prolinu az pfi velmi vysokych
koncentracich (20 mg/1) hliniku v médiu. U druhého kultivaru doslo k narGstu obsahu prolinu
jiz pti koncentraci 0,05 mg/l hliniku v médiu. Vyssi koncentrace hliniku ale vedla k nizsi
koncentraci prolinu, proto byl tento kultivar povazovéan za vice citlivy na pfitomnost hliniku
v médiu, nez druhy kultivar. Kratkodobé experimenty (1den) provedené na vodnich rostlindch
Hydrilla verticillata také ukazaly, Ze tato rostlina reaguje na piitomnost uranu v roztoku
zvySenim akumulace prolinu v pletivech, ale toto zvySeni akumulace bylo pouze mirné
(Srivastava et al. 2010). OvSem zajimavé bylo zjisténi, Zze laboratorni rostliny Hydrilla
verticillata rostouci v Hoaglandové roztoku akumulovaly uran podstatné méné oproti

rostlinam, které¢ byly sledovany v ptfirozeném prostiedi. Autofi podobné jako my v ptipadé
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thoria predpokladaji, ze ze snizenou schopnosti akumulace uranu v Hoaglandové roztoku mohla

ptitomnost fosfatil, na ktery se uran navazal a stal se tedy mén¢ dostupnym pro rostliny.

Vyssi akumulace thoria ve fosfor deficientnich rostlinach ani v piipadé sledovani
specifické aktivity vybranych antioxida¢nich enzymut a akumulace prolinu neukdzala zadny
vyznamny rozdil oproti rostlinam rostoucich ve fosfitovych médiich. Tyto vysledky tak
potvrdily pozoruhodnou schopnost rostlin vypotfadat se s vysSim akumulaci thoria jeho

imobilizaci v kofenech.
5.4. Vyhodnoceni testovani hypotéz

6. Pritomnost Th v rostlin€ zptusobuje vznik oxidativniho stresu.

U rostlin rostoucich v médiich obohacenych o thorium doslo k prikaznému poklesu
obou fluorescenénich parametrt Fv/Fm a Fv/Fo. Tyto rostliny také vykazovaly vyznamny
pokles aktivity PX ve stoncich a v listech a dale pokles aktivity GST v celé rostlin€, ovSem
prikazny rozdil byl patrny pouze v kotenech. Také akumulace prolinu, ktera byla vyssi u rostlin
rostoucich v pritomnosti thoria, potvrzuje, ze thorium zpiisobuje vznik oxidativniho stresu

v rostlinach Nicotiana glutinosa. Tuto hypotézu jsem tedy potvrdila.

7. Akumulace Th v rostliné vede ke sniZovani obsahu fotosyntetickych pigmenti.
Tuto hypotézu se mi na zaklad¢ vysledkti mé prace podatilo vyvratit. V praci jsem
naopak sledovala zvySeny obsah fotosyntetickych pigmenti u rostlin rostoucich v ptitomnosti
thoria. Toto zvySeni ale mize byt zpiisobené vystavenim rostlin nizké koncentraci thoria, ktera

mobhla rostliny stimulovat — efekt hormeze.

8. Pritomnost organickych kyselin v médiu povede ke zvySovani obsahu Th v rostliné.
Tuto hypotézu se mi nepodatilo potvrdit ani vyvratit. Pfitomnost kyseliny vinné nemé¢la

prikazny vliv na akumulaci thoria rostlinami.

9. OSetreni polyaminy postfikem nadzemnich ¢asti rostlin povede k niz§i akumulaci
Th.  Vyssi koncentrace putrescinu povede k niZ§imu prijmu Th kofeny.
Posttik putrescinu na listy tabdku nemél priikazny vliv na jeho akumulaci kofeny rostlin.

Naopak jsem u téchto rostlin pozorovala vyssi translokaci thoria do nadzemnich biomasy rostlin
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ve srovnani s rostlinami rostoucimi ve fosfatovych médiich. Tuto hypotézu jsem tedy na

zaklade¢ svych vysledkl opét zamitla.

10. Absence fosfatovych ionti v médiu povede k vyss$i akumulaci Th v rostlinach.
Tuto hypotézu se mi podafilo potvrdit. OvSem vyssi piijem thoria rostlinami rostoucimi
v P-deficientnich médiich je ziejmé zplsobeny jeho vyssi dostupnosti pro rostliny, jelikoz

ptitomnost fosfatt vede k mineralizaci Th, ¢imz se thorium stava pro rostliny nedostupnym.

5.5. Ptinos prace, zalenéni vysledkii do SirSiho kontextu smétrovani

dal$iho vyzkumu

V ptirodé¢ existuje ptiblizné 298 tisic popsanych druhl cévnatych rostlin (Mora et al.
2011). Ovsem schopnost hyperakumulace tézkych kovi byla potvrzena pouze zhruba u 400
druhti rostlin, coz pfedstavuje asi 0,2% vSech dosud znamych krytosemennych rostlin (McGrath
a Zhao 2003). Hyperakumulujici rostliny byvaji vétSinou ty, jez pfirozen¢ rostou v mistech
s vysokym obsahem kovi. Tyto hyperakumulujici rostliny se béhem evoluce vybavily velkym
mnozstvim obrannych drah, pfi kterych vznikaji a zpétné se regeneruji slouceniny, které
umoznuji rostlindm aktivné ovliviiovat jak stres zpusobeny tézkymi kovy (napf. imobilizace
kovl v substratu jejich navdzanim na kofenové exudaty nebo jejich imobilizace ve vakuole
prostfednictvim fytochelatint), tak i nasledky vzniklé jejich ptisobenim (ROS vznikajici béhem
oxidativniho stresu) (Halliwell 2006). Tento fenomén — schopnost hyperakumulace je tedy
Vv pfirodé¢ pomérné vzacny a my bychom se méli snaZit poznat tyto druhy rostlin, abychom

V budoucnu mohli vyuZivat jejich potencial ve fytoremediacnich metodéch.

Praci, které by se vénovaly vlivu thoria na rostliny, zatim neni mnoho. Vétsina z téchto
praci byla zamétena na sledovani akumulace thoria zejména u kulturnich plodin (Zararzis et al
1997, Chen et al. 2005). Neékteré z téchto praci se dale vénovaly modifikacim vnéjSiho
prostiedi, které by mohly vést k vyssi akumulaci thoria rostlinami a jeho nésledné translokaci
do nadzemni biomasy (Soudek et al. 2013, Guo et al. 2010). Podle mého minéni by dalsi
vyzkum tedy mohl smétovat ke zkoumani rostlin, u kterych jiz byla potvrzena schopnost
hyperakumulace nékterych kovl. Tyto rostliny by totiz mohly mit potencial 1 pro akumulaci

thoria a mohly by tak byt pouZity pro fytoremediaci prostfedi kontaminovaném timto kovem,
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kterych vzhledem k pravdépodobnému brzkému (desetileti) vyuzivani thoria v energetice bude

rychle pfibyvat.

Ja jsem se ve své praci zaméfila pouze na jeden druh tabaku Nicotiana glutinosa L.
Tento druh byl vybran na zéklad¢ pilotniho pokusu, ktery provedl Dr. Soudek (Soudek et al.
2013) na nekolika druzich a kultivarech tabaku, u nichz sledoval jejich schopnost akumulovat
thorium. Nami vybrany druh N. glutinosa v této pilotni praci vysel z hlediska akumulace thoria
v rostlinné stélce priblizn¢ uprostted vSech sledovanych druhii a kultivari. Nejedna se tedy
o hyperakumulujici druh, ale ani o druh, ktery se vyhybéa akumulaci thoria. Tento druh tak mtize
modelovat nejCastéji se vyskytujici reakci rGznych druhti rostlin na pfitomnost thoria
Vv zivotnim prostiedi. Pilotni prace Soudka et al. (2013) byla ale zamé&fena pouze na akumulaéni
schopnosti rostlin, ovSem pro pfesné pochopeni reakce rostlin na pfitomnost thoria, je nutné
také sledovat, jaky vliv ma thorium na fyziologii rostlin. Vzhledem k tomu, Ze prace Soudka et
al. (2013) potvrdila, ze rizné genotypy rostlin tabaku reaguji na pfitomnost thoria v médiu jeho
rozdilnou akumulaci, tak rostliny tabdku pfedstavuji idealni skupinu rostlin, pro sledovani jejich

reakce na stres vyvolany akumulaci tohoto radionuklidu.

Ptedlozena diplomova prace je prvni praci, ktera se zabyva sledovanim vlivu thoria na
fyziologii rostlin — resp. sledovanim fotosyntetickych parametri (obsah fotosyntetickych
pigmentd a fluorescencni parametry) a detekci oxidativniho stresu (specificka aktivita
vybranych antioxida¢nich enzymi a akumulace volného prolinu) u rostlin vystavenych thoriu.
Sledovani téchto stresovych markert tak ptedstavuje hlavni pfinos této prace. Nicméng je nutné
provést dalsi experimenty, které by byly vénovany vlivu thoria na dal$i druhy rostlin a zejména
prace zamétené na sledovani dalSich stresovych markert, jako jsou napf. aktivita SOD, obsah
cysteinti nebo glutathionii. Zejména pak sledovani aktivity SOD nebo sledovani odpadnich
produktii peroxidace lipidi — malondialdehyd a hexanalnebo 4-hydroxy-2-nonenal, v bunikach
by nam daly lepsi pfedstavu o vzniku oxidativniho stresu v rostlinach. Téz je mozno se zaméfit

na strukturalni analyzu pletiv rostlin ovliviiovanych thoriem.
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6. Zavér

Jiz dnes je dulezité zvySovat povédomi o mozné kontaminaci prostiedi thoriem v blizké
budoucnosti. Thorium ma velky potencial, pro vyuziti v jaderné energetice (dnes se
predpoklada, ze jeho vyuzivani za¢ne v pribéhu pristich dvou desetileti), ale zaroven se jedna
o radioaktivni prvek, ktery ohrozuje zdravi zvifat i lidi. Proto je dilezité sledovat, jakym
zpusobem se rostliny vyrovnavaji s thoriem — jak ho akumuluji a jak se vyrovnavaji se stresem,

ktery thorium zpusobi.

Dnes ocekdvame, ze knejvétsim kontaminacim ptd thoriem bude dochazet
Vv rozvojovych zemich jako je Cina, Indie nebo Brazilie, které maji velké nerostné bohatstvi
tohoto kovu. OvSem v téchto zemich jsou jiZ dnes pliidy kontaminované nejriiznéjSimi tézkymi
kovy a kontaminace zpusobena thoriem tak povede pouze ke zhorSeni jiz tak Spatnych
podminek. Napftiklad Indie je jednim z pfednich mist ve vyrob¢ zelezné rudy (Banerjee et al.
2016), a spolu s Cinou maji nejvétsi textilni pramysl, ktery je jednim z piednich zdroji

kontaminace Zivotniho prostfedi tézZkymi kovy.

Tato prace méla snahu ukazat schopnost béznych rostlin (nikoliv hyperakumulatortt)
akumulovat thorium a dale jsem se pokusila naznacit, jak bude akumulace thoria ovlivnéna
dalsimi modifikacemi média, které by jiz mohly byt vyuziviny béhem fytoremediaci
kontaminovanych prostfedi. Dal§Sim cilem této prace bylo ukazat, jak rostliny reaguji a jestli
vibec reaguji na thorium zménou jejich fyziologie, resp. zménou fotosyntetickych parametrti

a vznikem oxidativniho stresu.

Splnéni cila diplomové prace:

4. Vyhodnotit vliv sledovanych faktorii oSetieni (fosfatova vyziva, pridani kyseliny
vinné do média a postFik putrescinem) na akumulaci Th v rostlinach Nicotiana

glutinosa (L.) a jejich organech.

Rostliny tabaku Nicotiana glutinosa thorium piijimaji, ale jeho akumulace rostlinami
byla ovlivnéna riznymi modifikacemi média. Jednoznacné& nejvétsi vliv na pfijem a akumulaci
thoria rostlinami méla pifitomnost, resp. nepiitomnost fosfati v médiu. Jejich ptitomnost
v médiich totiz vedla k tvorbé Th(POz)s komplexu, které jsou ve vod¢ $patné rozpustné. Takto
navazané thorium se pro rostliny stava Spatné dostupné. Z tohoto diivodu rostliny rostouci

v médiich s deficienci fosforu akumulovaly pfiblizn€ 10x vice thoria nez tyto rostliny rostouci
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v médiich s optimalni vyZzivou. K tomuto zvySeni akumulace thoria doslo pouze v kotfenech,
translokace do nadzemnich Casti rostlin zlstala neovlivnéna. Zajimavé ale bylo zjiSténi, ze
pritomnost kyseliny vinné ani exogenni aplikace putrescinu na listy tabaku neméla prukazny

vliv na ptijem thoria rostlinami.

Nicméné jsme zjistili, Ze exogenni aplikace putrescinu na listy, ackoliv neméla prukazny
vliv na pfijem thoria kofeny rostlin, tak méla vyznamny vliv na jeho translokaci do nadzemni
biomasy rostlin, zejména pak na akumulaci thoria v listech rostlin tabaku. Pfekvapivym
zjisténim pro mé¢ ale bylo, Ze kyselina vinnd neméla zddny vliv na akumulaci a translokaci
thoria v rostlinach, ac¢koliv jsem piedpokladala, ze podpofi jeho pfijem rostlinami tabaku. Tento

cil povazuji za splnény.

5. Vyhodnotit odpovéd’ Nicotiana glutinosa (L.) na p¥itomnost Th v médiu na arovni
fyziologickych markeri:
- obsahu vody v rostlindch
- vybranych parametrii fotosyntetického aparatu

- detekce oxidativniho stresu

Obsah vody byl ve vSech tfech provedenych experimentech zna¢né zavisly na vSech
okolnich podminkach prostfedi. Z dlivodu nekonzistentnosti vysledkdi jsem tedy nebyla
schopna zhodnotit, jaky vliv méla ptitomnost thoria a dalSich modifikaci v médiich na obsah

vody V listech tabaku.

Ptekvapujicim vysledkem potom bylo naméfené vys$Si mnozstvi fotosyntetickych
pigmentli (chlorofyld a karotenoidll) v listech rostlin rostoucich v médiich obohacenych
o thorium oproti rostlindm thoriem neovlivnénych. V zavislosti na téchto vysledcich jsem
usoudila, ze mnozZstvi thoria, které bylo pouZzito, rostliny spiSe stimuloval k vyS$§i tvorbé
fotosyntetickych pigmentii. Na rozdil od fotosyntetickych pigmentid jsem v ptipadé
fluorescen¢nich parametri naméfila pokles obou hodnot vybranych parametri (Fv/Fm
a Fv/Fo). Nicmén¢ tento pokles u rostlin stale nesignalizoval stres, resp. hodnoty fluorescence

stale dosahovaly hodnot typickych pro nestresované rostliny.

Stres zplisobeny thoriem zplsobil zménu specifické aktivity enzymi CAT, PX a GST.

V ptipadé¢ katalazy byl vidét trend vyssi aktivity ve stoncich a v kofenech rostlin rostoucich
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Vv pfitomnosti thoria, ov§em v listech byla pozorovana nizsi aktivita tohoto enzymu. Specificka
aktivita PX vykazovala jednak trend vyssi aktivity v kofenech rostlin rostoucich v pfitomnosti
thoria a dale prukazné nizsi aktivitu tohoto enzymu ve stoncich a listech rostlin tabaku
rostoucich opét za pfitomnosti thoria. V ptipad¢ specifické aktivity enzymu GST doslo
k poklesu jeho aktivity ve vSech organech rostlin rostoucich v pfitomnosti thoria, ale pouze

Vv pripad¢ kotent a listdi byl tento pokles vyznamny.

Oxidativni stres jsme dale meéfili prostfednictvim akumulace volného prolinu.
V kotenech i v listech rostlin tabaku doslo ke zvySeni akumulace prolinu, ale prikazné zvysSeni

jeho mnozstvi bylo zjisténo pouze v kotenech. Tento cil opét povazuji za splnény.

6. Vyhodnotit, jak bude odpovéd’ rostliny na Th na urovni fyziologickych markeru
ovlivnéna raznymi faktory oSeti‘eni rostlin (fosfatova vyziva, pfidani kyseliny vinné

do média a postiik putrescinem)

Ackoliv mél fosfor velky vliv na akumulaci thoria rostlinami tabdku, tak jsem u téchto
rostlin nepozorovala téméf zadné vyznamné rozdily ve fyziologickych parametrech, které jsem
sledovala. Jediny vyznamny rozdil, ktery jsem pozorovala, byl ve specifické aktivité APX,
kterd byla u rostlin rostoucich v P-deficientnim médiu, nezavisle na pfitomnosti resp.
neptitomnosti thoria vyrazné vyssi, nez u rostlin rostoucich v médiich s optimalni fosfatovou
vyzivou. Zadny vyznamny vliv nebyl zjiitén ani u rostlin rostoucich v ptitomnosti kyseliny

vinné.

Exogenni aplikace putrescinu vedla k vyssi translokaci thoria do nadzemni biomasy,
coz mélo jednoznacny vliv pouze na fluorescenci. V ptipadé€ obou sledovanych fluorescen¢nich
parametril totiz doSlo ke sniZeni jejich hodnot a v pfipadé rostlin zaroven rostoucich
Vv deficienci fosforu, parametr Fv/Fo dosahl hodnot béZzn€ udavanych pro stresované rostliny.
Dale také miZeme sledovat trend vyssi aktivity GST ve vSech organech rostlin a trend vyssi

aktivity PX v listech a stoncich rostlin, na jejichz listy byl putrescin stiikan.

Modifikace médii zfejmeé nemély zvIast’ vyznamny vliv na reakci rostlin. Vyznamny
vliv byl zjistén pouze v piipad¢ deficience fosforu, které¢ vedla k vysSi akumulaci thoria

rostlinami a také k vyssi specifické aktivité¢ APX. Stanoveny cil povazuji za splnény.
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