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ABSTRAKT

Znecisténi vod a pud t€zkymi kovy piedstavuje velmi zdvazny problém dneSniho svéta. Od
pocatku primyslové revoluce koncentrace té¢zkych kovl v Zivotnim prostiedi prudce vzrostla.
Jednou z moznosti, jak pidy dekontaminovat, je fytoremediace nebo-li odstranéni skodlivych
latek z kontaminovanych mist pomoci rostlin. Tato ekologicky ptivétiva a relativné levna
metoda vyuZziva schopnosti rostlin pfijimat, translokovat, transformovat a ukladdat kovy. Pti
fytoremediaci se pouzivaji hlavné rostliny, které dokdzi akumulovat kov ve vysokych
koncentracich. Tyto rostliny byly pojmenovany "hyperakumulatory”. Akumulace kovt
rostlinou muze byt ovlivnéna nejen schopnostmi dané rostliny, ale i formou a koncentraci
kovu v daném prostiedi, ve kterém se rostlina nachazi.

Cilem této bakalatské prace je shrnout poznatky o vlivu tézkych kovii na biochemické

zmény Vv rostlinach se zvlaStnim diirazem na zmény sacharidového metabolismu.
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ABSTRACT

Water and soil pollution by heavy metals is a very serious problem of nowadays. Since the
beginning of industrial revolution, the concentration of heavy metals increased sharply in the
environment. One way how to decontaminate soils and groundwaters is phytoremediation that
uses plants to remediate pollutants from the contaminated sites. This eco-friendly and cost-
effective method exploits the ability of plants to take up, translocate, transform and sequester
metals. In phytoremediation, the plants that are able to accumulate metals to high
concentration are mainly used. These plants are named “hyperaccumulators”. Accumulation
of metals by plants is affected not only by the capability of plant in question, but to a great
extend also by the form and concentration of metal in the soil and environmental conditions.

The aim of this Bachelor thesis is to summarize knowledge on impact of heavy metals on

biochemical changes in plants, with special emphasis on changes in carbohydrate metabolism.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

6PGDH (6-phosphogluconat dehydrogenase) 6-fosfoglukonatdehydrogenaza
Al (acid invertase) kyseld invertdza

ALAD (6-aminolevulinic acid dehydratase) dehydrataza kyseliny 5-aminolevulové
APX (ascorbate peroxidases) askorbatperoxidaza

ASC (ascorbate) askorbat

CAT (catalase) kataldza

DW (dry weight) sucha hmotnost

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) ethylendiamintetraoctova kyselina
EPA (Environmental Protection Agency)

FK (fructokinase) fruktokinaza

GO6PDH (glucose-6-phosphate dehydrogenase) glukéza-6-fosfat dehydrogenaza
GolS (galactinol synthase) galaktinolsyntaza

GSH (glutathione) glutathion

HK (hexokinase) hexokinaza

ITRC (Interstate technology and Regulatory Cooperation)

NI (neutral invertase) neutralni invertaza

NR (nitrate reductase) nitratreduktaza

OFFRs (oxidized fructan free radicals) oxidované fruktanové radikaly

PCs (phytochelatins) fytochelatiny

PPP (penthose phosphate pathway) pentozafosfatovy cyklus

PSII (photosystem II) fotosystém II

RFOs (raffinose family oligosaccharides) sacharidy rafindzové rady

ROS (reactive oxygen species) reaktivni kyslikové radikaly

Rubisco (ribulosa-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase)
ribuldza-1,5-bisfosfat karboxyldza/oxygenaza)

SOD (superoxide dismutase) superoxiddismutaza

SPS (sucrose phosphate synthase) sachardzafosfatsyntaza

SS (sucrose synthase) sachar6zasyntaza
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1. UVOD

Fytoremediace je definovana jako metoda vyuzivajici rostliny k odstranéni Skodlivych latek
z prostiedi nebo jejich transformaci (Cunningham et al., 1996). Je to alternativni pfistup k
vyc€isténi Zivotniho prostiedi jak od organickych, tak i anorganickych kontaminantti. Vyuziva
tzv. ptirozenou atenuaci, tedy souhrn dé&ji ptirozen¢ se vyskytujicich v Zivotnim prostiedi,
kter¢ bez lidského zasahu vedou k omezeni mnozstvi toxicity, mobility nebo objemu
kontaminantu. Pfirozena atenuace je zalozena na piirozenych metabolickych procesech, které
probihaji v rostlinnych, poptipadé mikrobidlnich buiikach a které se vyvijely po miliony let
(Soudek et al., 2008).

Myslenka vyuziti rostlin k odstranéni kovli z prostfedi neni nova, jiz staleti lidé pouzivaji
rdkosové porosty a moktady k vycisténi odpadnich vod. V modernim pojeti fytoremediace se
vyuzivaji zejména rostliny, tzv. hyperakumulatory (viz kapitola hyperakumulatory), které jsou
schopny akumulovat velké mnozstvi kovli. Koncept vyuziti hyperakumulujicich rostlin ve
fytoremediaci rozvinul R.L.Chaney (1983). Prvni experimentalni studie byla provedena na
poli v Rothamsted Experimental Station (McGrath and Dunham, 2000).

Tézké kovy jsou definovany jako kovy, jejichZ hustota je vy$si nez 5 g.cm™ (Schutzendubel
and Polle, 2002). Pojem tézké kovy neni zcela ustaleny, ponévadz bézné hmotnostni kritérium
neplati pro lehké kovy jako je naptiklad hlinik nebo selen, proto se mize pouzivat i termin
"toxické" kovy. Ve své praci zlstanu u terminu t€zké kovy. Kovy jsou pfirozenou soucdasti
zemské kiry. Vyskytuji se v riiznych formach jako volné ionty, rozpustné pidni komplexy,
organicky vadzané kovy a nerozpustné slouceniny. Jejich forma pak ovliviiuje mobilitu,
biodegradaci a akumulaci v prostfedi. Akumulaci kovl v pudé ovliviiuje zejména pH putdy,
kdy jsou kovy pfi niz§im pH vice pohyblivé v plidnim roztoku. Hlavnimi pti¢inami zvySeni
akumulace tézkych kovi v ekosystému je lidskd aktivita. Zdrojem emisi je piedevsim
spalovani fosilnich paliv, vyroba a zpracovani zeleza, metalurgie nezeleznych kovi, spalovny
odpadu, vyroba cementu a skla, elektrolyticka vyroba chloru, spalovani olovnatého benzinu a

také pouzivani n€kterych hnojiv (Schutzendubel and Polle, 2002).



2. ROZDELENI FYTOREMEDIACNICH TECHNIK

Existuje vice zplsobt, jak odstranit kontaminujici kovy z Zivotniho prostiedi. Jelikoz kovy

se narozdil od organickych polutanti nedaji degradovat, tak jejich remediace pudy

kontaminované kovy je velmi slozitd a drahd (Chaney et al., 1997). Pti odstranéni kovil

z pudy se vyuzivaji hlavné tyto strategie:

1. Fytoextrakce, kdy se kov akumuluje v nadzemni ¢asti rostliny, ktera je posléze

sklizena.

2. Fytovolatilizace, kdy dojde k transpiraci t€kavé formy kovu.

3. Fytostabilizace, kde je vyuzivano rostlin k imobilizaci vodni 1 ptidni kontaminace

kovu.

4. Rhizofiltrace, kde dochazi k odstranéni kovu z vody a jeho akumulace v kofenech

vodnich rostlin.

Fytoextrakce

puda a sedimenty

Pb, Cd, Ni, Zn, Cu, Cr,
Co, Hg, radionuklidy

brukev sitinovita (Brassica junceae),
slune€nice roéni (Hellianthus annuus)

Fytostabilizace

puda a sedimenty

As, Cd, Cu, Cr, Pb, Zn

lipnicovité (Graminaceae), topoly
(Populus spp.)

Fytovolatilizace

puda, sedimenty,
podzemni voda

Se, As, Hg

brukvovité (Brassicacea), slunecnice
ro¢ni (Hellianthus annuus), mokfadni
rostliny

Rhizofiltrace

podzemni a
povrchova voda

Pb, Cd, Zn, Ni, Cu,
radionuklidy

brukev sitinovita (Brassica junceae),
slunecnice ro¢ni (Hellianthus annuus),
vodni rostliny

Tab. 1: Rozdéleni fytoremediacnich technik.



2.1 Fytoextrakce

Fytoextrakce je zalozena na absorpci kovu koteny s naslednou akumulaci v nadzemni ¢ésti
rostliny. Poté nasleduje sklizenn rostlin. Existuji dvé strategie fytoextrakce, indukovana a
piirozend. U pfirozené fytoextrakce dochédzi ke kontinualni akumulaci kovu v rostling.
Rostlina je schopna pfirozené pfijmout kov svymi kotfeny s naslednou akumulaci. Rostlina
musi byt také schopna tolerovat jeho vysokou koncentraci. Pii indukované fytoextrakci je do
pudy pfidano aditivum, které zvysi rozpustnost nebo mobilitu kovu, takze ho rostliny mohou
piijimat snadné&ji. Pro zvySeni Gc¢inku fytoextrakce se vétSinou do pudy ptidavaji syntetické
chelatory, napf. kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Salt ef al., 1998).

Pro uspéch fytoextrakce je zapotiebi, aby rostlina méla rychly ptirastek biomasy a dokazala
akumulovat velké mnozstvi kovu v nadzemnich organech. Proto se pfi této metod¢ velmi
dobie uplatnuji hyperakumulujici rostliny. Hyperakumulatory, které nachazeji uplatnéni pii
polnich pokusech pochazeji nejcastéji z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae), hvézdnicovitych
(Asteraceae), zimostrazovitych (Buxaceae) (EPA, 2000). Vyuziti hyperakumulator
v remediaci je limitovano jejich povétSinou malou produkci biomasy a pomalym ristem.

Proto je snaha o pienos "hyperakumulujicich" vlastnosti do zemédélsky vyuzivanych rostlin,

Translocation Into
Shoots

Impacted Plant Uptake
Soil Soil Being Contaminant

Remediated

accukxSECTM COR

Obr. 1: Fytoextrakce. Pfevzato z ITRC (2001).

Metoda fytoextrakce se uplatituje nejen pifi odstraiiovani tézkych kovi, ale i radionuklid
(pt. 282U, 7Cs, °Sr). Je tieba dobie uvazit, co udélat dale se sklizenymi rostlinami.
Nejcastéji se sklizené rostliny spaluji, pficemz vznikne jen malé mnozstvi popela, ktery se

pak kontrolovanym zplisobem uklada. Spalovani musi probihat za ptisnych podminek, aby se
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Skodliviny nedostaly zpét do prostfedi. Dnes je velmi populdrni myslenka vyuziti rostlin pfi
ziskavani kovl zejména vzacnych prvka. Této metod€ se fika fytomining (fytodobyvani)
(Cunningham et al., 1996).

Aby fytoextrakce mohla byt oznaCena za GCinny zplsob dekontaminace, muselo by se
odstranit 200 — 1000 kg kovu z1 ha kontaminované pudy za rok v 20-tileté periodé
(Cunningham et al., 1996). Pro zjisténi Uc¢innosti fytoextrakce byl urcen tzv. fytoextrakéni
koeficient, je to pomér mnoZstvi kovu v rostlin€ (g kovu/g sucha hmotnost rostlin (DW)) ku
mnozstvi kovu v pudé (g kovu/g DW ptda). Ukazuje ndm tfeba, Ze ptijem olova je mnohem
téz81 nez piijem kadmia (viz Tab. 2) (EPA, 2000). Finan¢ni naklady fytoextrakce jsou velice
variabilni, zalezi na typu kovu, pidnich vlastnostech a mnoZzstvi materialu, ktery je
odstraiiovan (Cunningham et al., 1996). Salt et al. (1998) odhaduji, Ze fytoextrakce 1 akru
pudy do hloubky 50 cm by stala $60,000-100,000, ve srovnani odvoz pudy z kontaminované
plochy stoji $400,000.

Fytoextrak¢ni
Kov koeficient
(Rf)
Cr® 58
cd* 52
Ni** 31
Cu** 7
Pb** 1,7
Cr” 0,1
Zn’* 17

Tab. 2: Hodnoty fytoextrakéniho koeficientu. Upraveno podle EPA (2000).
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2.2 Fytostabilizace

Fytostabilizace je zplsob vyuzivajici urcité rostlinné druhy k imobilizaci kovl v pidé a
vodé. Kov tedy nadéle zistava v pude, ale jeho skodlivy vliv na prostiedi je redukovan.
Fytostabilizace hodn¢ zavisi na chemickych, biologickych a fyzikalnich vlastnostech ptdy.
Rostliny diky absorpci, adsorpci kofenll a precipitaci omezuji migraci kovi v pide a snizuji
jejich vymyvani z ptidy. Vyuzivaji zde mechanismu redoxnich reakci (napi. Cr'' na Cr'™)
nebo precipitace na nerozpustnou formu (napt. Pb je pievedeno na fosfat). Rostlinné koteny
mohou vylucovat latky, exudaty, které ovliviiuji pH piady a vyvéazéani (sekvestraci) kovu.
Rostliny také zabranuji vodni a vétrné erozi vedouci k rozsifeni kontaminace (Cunningham et
al., 1996).

Obecné lze tici, ze rostliny vyuzivané ve fytostabilizaci by mély byt vysoce tolerantni
k vysokym hladindm kovu v prostiedi. AvSak akumulace kovl v jejich pletivech je zde
nevyhodou (Cunningham et al., 1996). Uplatnéni zde nachdzeji travy, které maji svazcité
koteny vhodné pro kontrolu eroze. Piikladem mulze byt kostfava Cervend (Festuca rubra)
nebo psinecek tenky (Agrostis tenuis). Dale se vyuzivaji hojné topoly (Populus spp.) diky
jejich vysoké toleranci ke kovim (EPA, 2000).

Fytostabilizace je vhodnd metoda pro dekontaminaci velké plochy s relativné¢ imobilnimi
kovy. Lepsi vysledky jsou u ptd s hrubsi texturou a vys$Sim obsahem organického materialu.
Je to velmi levna a Setrnd metoda remediace. Vyuziva se zejména k findlni pravé ploch, kde

byly k odstranéni znecisténi nejprve pouzity jiné sanacni metody (Cunningham et al., 1996).

Reduced
Surface
Erosion

(Enzymes, Alcohols,
Phenals,'Carbohydrates,
ids

Immeobilization in Soil

Contaminant Plume
("C" Represents Contaminant Compound)

| BT

Obr. 2: Fytostabilizace. Prevzato z ITRC (2001).
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2.3 Fytovolatilizace
Fytovolatilizace je metoda zalozené na schopnosti n€kterych rostlin preménit kov do tékavé

formy, kterd mize byt méné nebo i vice toxicka. Tyto t€kavé formy kovu nasledné rostliny
v procesu transpirace uvolni do atmosféry. Takto miize byt odstranén arsen, rtut’ nebo selen,
které existuji pravé i jako t€kavé hydridy nebo methyl derivaty. Zatim neni mnoho znamo o
tom, jak rostliny preméiuji kovy na t€kavou formu, ale velmi pravdépodobné zde hraji
nezastupitelnou roli bakterie a houby asociované s koteny rostlin (Salt ez al., 1998).

Fytovolatilizace se nejvice uziva k odstranéni selenu. Zajimavym faktem je, ze rostliny
hyperakumulujici selen, naptiklad kozinec (Astragalus racemosus), volatilizuji selen ve formé
dimethyldiselenidu. Naproti tomu tolice vojtéska (Medicago sativa), zastupce rostlin
nehyperakumulujicich selen, produkuje dimethylselenid. DalSimi rostlinami, které dokazi
(Brassica napus) (Zayed et al., 2000). Rostlinu, kterd dokaze akumulovat rtut’ a nasledné ji
pfeménit na elementarni formu (Hgo), zatim nezname. Proto je velkd snaha transformovat
husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) bakterialnim genem pro merA reduktazu. Reduktaza
merA dokaze pfeménit Hg”" na méng toxickou formu Hg” (Rugh et al., 1996).

Pii fytovolatilizaci se nemusi rostlinny material sklizet a neni potfeba rostlin s velkou
biomasou. Dalsi vyhodou je minimalni naruSeni ekosystému kontaminované plochy. Pouziti
je nicméné kontroverzni, protoZze nedochazi k odstranéni kontaminace, ale pouze k piesunu

kontaminace z piidy do ovzdusi (Salt et al., 1998).

Gy Volatilized Contaminant
Transgired_, &) (6, &) )& (Photochemically Oxidized)
er

Explanation
© Contaminant

@ﬂ Contaminant Taken Up into Plant
Tissue and Voltilized into
the Atmosphere

Impacted Soil

Impacted Remediated Rhizosphere
Groundwater Groundwater Soil

NOLATHEECTO4 COR

Obr. 3: Fytovolatilizace. Pfevzato z ITRC (2001).
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2.4 Rhizofiltrace

Rhizofiltrace vyuziva adsorpci a absorpci kofenového systému k vycisténi povrchovych i
podzemnich znecisténych vod. Narozdil od fytoextrakce jsou cilovou casti akumulace
kontaminantu kofeny. Metoda je zejména vhodna k odstranéni nizkych koncentraci kovi
z velkych objemil vody. S uspéchem se vyuZziva i k odstranéni radionuklidd.

Idealni rostliny pro rhizofiltraci by mély mit rozsadhly kofenovy systém a mély by byt
schopné akumulovat kov pfedevé,im v kotenech. Jako nejﬁéinnéjﬁ rostliny pro rhizofiltraci se
Jjuncea), pro svij bohaty kofenovy systém a vysokou rychlost ristu. Slunec¢nice efektivné
odstraniuje Cd, Cr, Cu, Ni, Pb a Zn z vod, kdeZto hot¢ice absorbuje Pb a U. Vyuziti nachazeji
i vodni rostliny, ale jejich nevyhodou je maly vzrust. Uplatiiuje se vodni hyacint (Eichhornia
crassipes), okiehek mensi (Lemna minor), stolistek klasnaty (Myriophyllum spicatum), ¢i
vodni kapradina azola americka (4zolla filiculoides) (Dushenkov et al., 1995).

S tspéchem se tato metoda vyuziva k odstranéni radioaktivnich izotopti pomoci slunecnice
roéni v Cernobylu. Rhizofiltrace se velmi dobfe uplatituje v konstrukci umélych moktadi, kde
se vyuziva schopnosti moktadnich rostlin napt. rakosu obecného (Phragmites australis) ¢i

orobince (Typha spp.) k vyc€isténi zejména odpadnich vod (EPA, 2000).

Contaminant
Stabilized On or
In Root Tissue
G,

Plant Support Matrix

Contaminated
Groundwater

Clarified

/ 3 Effluent

Pump
Contaminant Hydroponic System Preoipitated
(o)) Contaminart

Sy

[EHIZOHYDER01,C0r

Obr. 4: Rhizofiltrace. Pievzato z ITRC (2001).
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3. HYPERAKUMULATORY

Vsechny rostliny jsou schopné z ptidy nebo vody piijimat a akumulovat ty t¢zké kovy, které
jsou esencialni pro jejich rist a vyvoj. Mezi tyto kovy patii Zelezo, mangan, zinek, méd,
hot¢ik, molybden, nikl, kobalt a selen. V rostliné mohou byt soucasti enzymili a pigmentu,
zarovenl ve vys$i koncentraci jsou jiz toxické. Nékteré rostliny vSak dokéazi akumulovat i
takové tézké kovy, u kterych nebyla prokazana zadna biologicka funkce. Mezi tyto kovy patfi
chrom, kadmium, olovo a stfibro.

Vroce 1977 R. R. Brooks vymyslel termin "hyperakumulatory". Definoval tak rostliny
schopné akumulovat az 100x vice kovu nez neakumulujici rostliny. Prvni popsanou
hyperakumulujici rostlinou byla violka zlutd (Viola calaminaria) a penizek rolni (Thlaspi
arvense). Jiz vroce 1885 A. Baumann v nich identifikoval 1% zinku (v su$in€) (Baumann,
1885). Vroce 1948 O. Vergnano a C. Minguzzi objevili v Toskansku neobycejné vysokou
koncentraci niklu v tafici (Alyssum bertolonii), az ptes 1% (v su$ing¢) (Minguzzi and
Vergnano, 1948). O této rostlin¢ se zminil jiz v 16. stoleti italsky botanik Andrea Cesalpino,
ktery ji popsal jako "Alyson" co roste na "black stones" (ultrabazické horniny) (Cesalpino,
1583). V poslednim pulstoleti k identifikaci dalSich hyperakumulujicich rostlin ptispél rozvoj
modernich analytickych technik, zejména pak atomové absorpéni spektrometrie.

Do dneska bylo popsano okolo 450 rostlinnych druhti — hyperakumulatort — z vice nez 45
Celedi. Nejvice druht akumuluje nikl (viz tabulka Tab. 3), méné druhti pak akumuluje méd,
kobalt, zinek a selen, a jesté¢ méné jiz mangan a kadmium (Brooks, 1998a).

Svétové rozsifeni hyperakumulatort je znacné€ rozmanité. VétSinou jsou to endemické druhy
zavislé na geologickém podloZi a rostou vyhradné na padach s vysokou koncentraci kovi.
Zajimavym piikladem endemického vyskytu hyperakumulatorti je oblast Nové Kaledonie. Na
tomto ostrové bylo nalezeno vice jak 46 hyperakumuléatorti z 6 Celedi a vétSina z nich jsou
endemity. Byl zde identifikovan i nejvétsi akumulator kovi Sebertia acuminata (Sapotaceae).
Modrozeleny latex tohoto stromu muze obsahovat az 25 % niklu (v su$ing€) (Jaffré and
Brooks, 1976). Dalsi pozoruhodnosti je, ze hyperakumulatory nikdy nebyly nalezeny
v oblastech piedchoziho zalednéni, zfejmé proto, ze 10 000 let neni dostatecné dlouhd doba
pro vyvoj vlastnosti hyperakumulace (Brooks, 1998b). NejzndméjSim a nejvice
prozkoumanym hyperakumulatorem je penizek modravy (Thlaspi caerulescens), dokdze
akumulovat vice jak 3 % =zinku (v suSiné) bez znamek poskozeni. Dale dokaze

hyperakumulovat i olovo a kadmium (Lasat et al., 2000).
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kadmium | >0,01 1 1 Brasicaeae, Violaceae Thlaspi caerulescens (3,6 %)
kobalt >0,1 28 11 | Lamiaceae, Scrophulariaceae Z%u;n %n)lastrum robertii
. Cyperaceae, Lamiaceae, . o
meéd >0,1 37 15 Poaceae, Scrophulariacea Ipomoea alpina (12,3 %)
olovo >0,1 14 6 Plumbaginaceae, . Thlaspi rotundifolium (8,2 %)
caryophyllaceae, Brasicaceae
Apocynacea, Cunoniacea, Macadamia neurophylla
(TGN | Y 9 5 Proteaceae (51,8 %)
. Brasicaceae, Cunoniaceae, . . o
nikl >0,1 317 37 Euphorbiaceae, Violaceae Psychotria douarrei (47,5 %)
Scrophulariaceae, Gramineae, Leptospermum sconarium
chrém >0,1 10 Poaceae, Fabaceae, P op P
M (20,0 %)
yrtaceae
zinek >1,0 11 5 Brasicaeae, Violaceae Thlaspi calaminare (39,6 %)
Polypodiaceae, Poaceae, Pityrogramma calomelanos
arsen >0,1 8 Pinaceae, Campanulaceae, y og
Eri (8,4 %)
ricaceae
selen >0,01 19 Asteraceae Astragalus pattersoni (2,7 %)
kadmium| >0,1 1 1 Brasicaceae Iberis intermedia (2,1 %)

Tab. 3: Tabulka hyperakumulatort.

Rostliny si vyvinuly n€kolik t€innych mechanismi jak tolerovat vyssi koncentrace kovu v
pudé. Koncentrace kovu, kterou rostlina toleruje, zavisi na vnitinich (genetickych) a vnéjSich
(vliv prostiedi) faktorech a je zna¢n¢ variabilni mezi druhy rostlin i kovii. Jsou dvé zakladni
strategie, jak rostliny toleruji ptfitomnost vyssi koncentrace kovu v prostiedi: 1) vylouceni,
kdy je omezen transport kovu v rostliné¢ a je udrZzovand nizkd hladina kovu v nadzemnich
¢astech rostliny pfi rizné koncentraci kovu v pidé; a 2) akumulace, kdy je kov akumulovan
v netoxické form€ v nadzemnich Castech rostlin na padach s vysokou i nizkou koncentraci
kovu. Akumulatory jsou omezeny jen na pudy s vysokou koncentraci kovu. Je zde jesté jeden
typ rostlin, zvany indikatory, u kterych koncentrace kovu v nadzemnich c¢éstech odrazi
koncentraci kovu v padé¢ (Baker, 1981).

Je nékolik hypotéz o adaptivnim vyznamu hyperakumulace. Zajisté je hyperakumulace
ekofyziologickou adaptaci proti vysoké koncentraci kovll v prostredi. Je to tedy jakysi projev
tolerance ke koviim. Dale miize zvySovat rezistenci listh pii nedostatku vody nebo miize
zvyhodilovat rostliny pii alelopatickych interakcich. Kovy se také mohou v rostliné

akumulovat neumyslné jako nasledek vysoké afinity kovu k ostatnim pfijimanym prvkim,
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kter¢ mohou byt omezeny na mineralizovanych pudach. Asi nejvice prozkoumanou a
potvrzenou hypotézou je, Ze hyperakumulace kovl slouzi jako obranny mechanismus proti
herbivorim a patogentim (Pollard et al., 2000).

Vétsina hyperakumulujich rostlin roste pomalu a produkuje malo biomasy. Dal$i nevyhodou
hyperakumulicich rostlin je akumulace pouze urcitého kovu. Jen malo rostlin je schopno
akumulovat vice jak dva druhy kovi, nejvice kovli akumuluje jiZ zminény penizek modravy
(Thlaspi caerulescens), ktery dokaze hyperakumulovat zinek, kadmium a olovo.
Hyperakumulétory tedy nenachézi velké vyuziti ve fytoremediaci. VétSinou to jsou rostliny,
které se vyskytuji jen vzacné a na odlehlych mistech, tak ani moc nezname jejich fyziologii,
moznosti Slechténi, aj.. Mohou vSak slouzit jako zdroj genetického materidlu a uplatnit se v
biotechnologiich. Jednou z moznosti je pfenos genl zodpovédnych za hyperakumulaci do

vysoce produktivnich rostlin, nendro¢nych na péstovani (Cunningham et al., 1996).

Obr. 5: Hyperakumulatory; a Zeleny latex
zpisobeny vysokou koncentraci niklu (Sebertia
acuminata). b, ¢, d Euphorbia helenae. Ptevzato
z Callahan et al. (2006).
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4. PRIJEM TEZKYCH KOVU

Rostliny zpravidla nejvice pfijimaji Ziviny a ostatni latky kofeny, k pfijmu vSak muize
slouzit cely povrch rostliny, zejména listy tak pfijimaji latky z atmosféry. Jelikoz rostliny
dokazi prijimat jen volné ionty, tak kofeny do rhizosféry uvoliiuji chelaty a H'. Tyto kofenové
exudaty ovliviiuji rozpustnost prvka a jejich piijem do rostliny. Piijjem prvkia je ovlivnén
enzymatickymi procesy, koncentraci a formou, ve kterych se vyskytuji, iontovou kompetici a
interakci (Hall, 2002).

Kovy jsou v pudé¢ povétSinou navazany na pudni Castice, jsou tak nedostupné pro rostliny.
Jak uZ bylo feceno rostliny musi nejdiive kovy mobilizovat pomoci sekrece chelatii a H'.
Chelata¢ni ¢inidla jsou latky, které obsahuji negativné nabité karboxylové skupiny nebo
nukleofilni dusikaté skupiny v takovém prostorovém uspotfddani, Ze mohou vytvofit
s kovovym iontem koordina¢ni komplex. Piikladem takovychto chelatorti jsou fytosiderofory
u ¢eledi lipnicovitych (Graminae). Jejich syntéza je indukovéana nedostatkem zeleza. Dale se
uplatniuji 1 pfi mobilizaci zinku, manganu a médi. Chelatace fytosiderofory jednak mobilizuje
kovy v pud¢, déle také poméha transportovat kovovy iont pies plazmatickou membranu jako
komplex kov-chelat pomoci specialnich pienasect. U ostatnich rostlin (vyjma celed
lipnicovitych) se na plazmatické membrané pii nedostatku zeleza indukuje syntéza reduktazy,
ktera redukuje ionty (Fe'") na (Fe'), a ty pak pienase¢ dopravi pres plazmatickou membranu
(Salt et al., 1998).

Takto mobilizovany iont kovu mize vstoupit do rostlinné buiiky apoplastickou nebo
symplastickou cestou, zalezi na typu kovu a druhu rostliny. V symplastické cest¢ dochazi
k ptenosu iontu pifes plasmatickou membranu pomoci specifickych pfenasect. Dnes se jiz vi,
ze tyto prenaseCe hraji dulezitou roli v toleranci rostlin ke kovim. Pfikladem jsou pfenaSece
zrodiny ZIP. Zvyseni exprese genu ZNT1 pienaseCe vedlo ke zvySenému pfijmu zinku
kofeny, tim se tedy zvysila i akumulace zinku v rostlin¢ (Pence et al., 2000).

Kdyz se kov dostane do buiikky mtze byt uloZen v kofeni a ptipadné detoxifikovan nebo
muze byt xylémem transportovan do nadzemnich ¢asti rostliny. V buiice mtize byt kov ulozen
ve vakuole ¢i mize byt navazan na bunécnou sténu. Pres tonoplast je kov transportovan
prenase¢em bud’ jako volny iont nebo jako komplex kov-chelat. Transport xylémem probiha
op¢t za ucasti chelatord. Hlavnim transportérem v xylému je nikotinamin. Transport z xylému

do listovych bunék je opét pies specifické prenaSece. (Raskin ef al., 1994).
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Ptikladem chelatori jsou fytochelatiny, methalothioneiny, organické kyseliny a
aminokyseliny. Tyto ligandy hraji dulezitou roli v obranném mechanismu proti toxickym
ucinkim kovi. (Salt ez al., 1998).

K nejvétsi akumulaci tézkych kovli dochazi v kofeni, pouze Cast jich je transportovana do

nadzemnich organa, kde jsou pfednostné ukladany v trichomech (Lefevre ef al., 2009).

M

M I R S S,
R |<1, ,
) s | Ectomycorrhizal sheath
J o . o = %

X
e i "

e
e s D

, 2 |

ATP, |
|

»PC-Cd PC-Cd-S
DY
§
Low metal High metal
M——>
< - -\\ & H*

High metal

Obr. 6: Bunécny mechanismus detoxifikace a tolerance tézkych kovi; 1. Pfijem pomoci
mykorrhizy. 2. Navadzani na bunécnou sténou a kotfenové exudaty. 3. Transport pies
plazmatickou membranu. 4. Aktivni vylou€eni do apoplastu. 5. Chelatace v cytosolu. 6.
Ochrana a oprava bunééné stény. 7. Transport komplexu PCs-kov do vakuoly. 8. Transport a
akumulace iontu kovu ve vakuole. Upraveno podle Hall (2002).
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5. VLIV TEZKYCH KOVU NA METABOLISMUS ROSTLIN

Tézké kovy jsou pfi¢inou znaénych zmén v metabolismu rostlin. Primarnim mistem
toxického uc¢inku tézkych kovli jsou bunééné membriany a enzymy. Jejich poskozeni je
pri¢inou dalSich sekundarnich zmén jako je inhibice fotosyntézy, naruSeni piijmu mineralnich
latek a v neposledni fad¢ zmény v metabolismu sacharida.

Schutzendubel and Polle (2002) rozliSuji tfi hlavni molekuldrni mechanismy fytotoxicity
tézkych kovii:

1. Produkce kyslikovych radikalti (ROS). Typické pro zelezo a méd'.
2. Blokace funk¢nich skupin biomolekul. Charakteristické pro kadmium a rtut’.

3. Vytésnéni esencidlnich kovil z biomolekul.

5.1. Vliv téZkych kovu na aktivitu enzymu

Tézké kovy zplsobuji zmény v aktivité enzymi. Nekteré enzymy inhibuji, druhé naopak
aktivuji. Asche ef al. (1989) definovali dva hlavni mechanismy inhibice enzymi kovem:
1. Navazani kovu na -SH skupinu.
2. Nedostatek esencidlniho kovu ¢i substituce za toxicky kov v aktiva¢nich mistech
enzymil.
Naopak indukce nekterych enzymt ¢i zvyseni jejich aktivity hraje dilezitou roli pii rezistenci
rostliny k tézkym kovim.
V ptitomnosti chromu byla zaznamendna snizena aktivita nitratreduktdzy (NR) u lekninu
bilého (Nymphaea alba). Jednou z pti¢in mize byt inhibice biosyntézy chlorofylu, jelikoz NR
NR. Inhibice aktivity NR muize mit za nasledek sniZeni syntézy proteini (Vajpayee et al.,

2000).
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5.2. Antioxidac¢ni obrana

Plisobeni stresovych faktori muize vyvolat u rostlin oxidativni stres, pfi kterém dochazi
k naruSeni redoxni rovnovahy ptimou produkci ROS, nebo produkeci ¢i inhibici antioxidacnich
latek. Nejvetsi mnozstvi ROS se vytvari v chloroplastech a mitochondriich, vznikaji 1 v jinych
membranovych systémech (peroxizomy, glyoxizomy, tonoplast, plazmalema). U tabaku
virginského (Nicotina tabacum) bylo zjisténo, ze hlinik narusil mitochondridlni elektronovy
fetézec, ¢imz doslo ke zvysSené produkci ROS a tniku do cytosolu (Yamamoto et al., 2003).
ROS maji siln€ destruktivni ucinky na lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. Ochranu pred
oxida¢nim poskozeni organismu zajiStuje fada antioxida¢nich obrannych systémt. Obranné

mechanismy zahrnuji enzymové i neenzymové antioxidanty (Singh et al., 2006).

Paroeosofme

Glyouylate

.

Glyane

Glycolate
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Obr.7: Zdroje ROS (H,0O;) v rostlinné bunice. CW — bunécnd sténa, ETC — elektronovy
retézec, H,O, — peroxid vodiku, OH- - hydroxylovy radikal, O,-" kyslikovy radikal, PS —
fotosystém I a II, PM — plazmatickd membrana, SOD — superoxiddizmutdza, TCA — Krejsiiv
cyklus. Upraveno podle Van den Ende and Valluru (2009).
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Tyto specidlni enzymy se bud’ pifimo setkavaji s ROS (superoxiddismutiaza (SOD),
peroxiddza (POD), katalaza (CAT)), nebo udrzuji zadsobu antioxidant v redukovaném stavu
(glutathionreduktdza (GR)). Antioxida¢ni kapacita je velmi zavisla na druhu kovu, stejné tak
druhu a fyziologickém stafi rostliny. U rizkatce ostnitého (Ceratophyllum demersum) byla pii
niz$i koncentraci médi zjiSténa zvysena aktivita askorbatperoxidazy (APX), CAT a SOD.
Vyssi koncentrace kovu (4 uM) zpiisobila jiz sniZzeni aktivity enzymt (Devi and Prasad,
1998). U rajcete (Lycopersicon esculentum) byla zjisténa odliSna aktivita antioxidacnich
enzyml v orgdnech rostliny pii zvySené koncentraci médi. Aktivita CAT se snizila jen
v kotenech, zatimco v listech a stonku nedoslo k zadnym zménam aktivity. Aktivita APX byla
negativné ovlivnéna jen v listech, v kofenech a stonku se aktivita enzymu nezménila. Aktivita
dal§iho antioxida¢niho enzymu guaiakolperoxidazy (GPX) se vyrazné zvysila ve stonku,
v kotenech se aktivita zvysila jiz méné (Mazhoudi et al., 1997).

Mezi neenzymové antioxidaéni mechanismy patii stimulace syntézy redukované formy
glutathionu (GSH). Glutathion je prekurzorem pro fytochelatiny (PCs), coz jsou malé peptidy
bohaté cysteinem, které vazou kadmium a méd. PCs tvoii skovy rizné komplexy.
Vysledkem je sniZzeni volnych iontd kovu uvnitt cytosolu (Grill et al., 1985). U vodni
kapradiny nepukalky vzplyvavé (Salvinia natans) se pti kontaminaci chromem zvysil obsah
GSH a snizil se obsah dalSiho antioxidantu askorbatu (ASC) (Dhir et al., 2009). GSH, ASC,
thioly a karotenoidy chrani ostatni molekuly pied ataky ROS (Devi and Prasad, 1998). U
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) byly identifikovany dalsi latky, které pisobi jako
antioxidanty. Pfi kontaminaci kadmiem se zvysil obsah a-tokoferolu, kampesterolu, beta-
sitosterolu a isoflavont. Tyto antioxidanty pomdhaji zhaset ROS v chloroplastech (Sun ef al.,

2010).
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5.3. Vliv tézkych kovu na fotosyntézu

Tézké kovy maji inhibi¢ni ucinek na fotosynteticky aparat. Pii kontaminaci dochazi ke
snizeni obsahu fotosyntetickych pigmentt jak chlorofylu tak i1 karotenoida. Jednou z pficin je
inhibice biosyntézy chlorofylu. U lekninu bilého (Nymphaea alba) doSlo jiz pii koncentraci
10 uM chromu v hydroponickém médiu ke snizeni aktivity dehydratazy kyseliny J5-
aminolevulové (ALAD). Tento enzym katalyzuje pifeménu kyseliny 5-aminolevulové (ALA)
na porfobilinogen (PBG), prekurzor chlorofylu. Podle autori mize byt redukce zplisobena
substituci chromu v aktivaénim misté¢ ALAD. Dale mtze byt biosyntéza pigmentli negativné
ovlivnéna deficienci zeleza (Vajpayee et al., 2000). Jiné vysvétleni snizeni obsahu chlorofylu
podavaji Devi and Prasad (1998), kteti jako pri¢inu oznacuji degradaci thylakoidni
membrany.

Inhibice svételné faze fotosyntézy kovy je omezend na fotosystém II (PSII). Mistem
inhibice aktivity je nejspiSe reak¢ni centrum PSII. Degradace PSII mulze byt zpisobena
stimulaci produkce ROS nebo inhibici translokace zeleza a jinych iontti (Appenroth et al.,
2003). Dhir et al. (2009) jsou piresvédCeni, ze inhibice aktivity ribuldza-1,5-
bisfosfatkarboxyldzy (Rubisco) je hlavni pfi¢inou sniZeni fotosyntetické aktivity. Inhibice
aktivity Rubisca mize byt zplsobena substituci hof¢iku v aktivnim misté enzymu za iont
kovu, zménou aktivity Rubisca z karboxyldzové na oxygendzovou aktivitu nebo poSkozenim

ROS.
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5.4. Vliv tézkych kovi na metabolismus sacharidu

Sacharidy vznikaji pifi fotosyntetické asimilaci CO,, Jednak funguji jako zdroj energie a
uhlikatych fetézcti pro syntézu dalSich latek, dale se velmi aktivné i¢astni stresovych reakci a
signaliza¢nich drah. Jako signaliza¢ni molekuly mohou modulovat genovou expresi a aktivitu
enzym, tim mohou regulovat bunéény cyklus, a ovlivnit tak rist a vyvoj rostlin. Obecné Ize
fici, ze nizka koncentrace sacharidii v pletivech rostlin zvysuje fotosyntézu, mobilizaci a
export zasob, a naopak vysoka koncentrace sacharidii podporuje rist a skladovani sacharidi
(Koch, 1996). Sacharidy tak hraji dilezitou roli v ochrané rostlin pfed proménlivymi vlivy
prostiedi. Pii abiotickém stresu se sacharidy mohou v burice hromadit jako osmoticky aktivni
latky. Dale se mohou sacharidy hromadit jako osmoprotektanty, coz jsou nizkomolekularni
latky, které se akumuluji pfi stresovych podminkach, svou vazbou na proteiny a membrany
ptispivaji k zachovani struktury makromolekul. Mezi osmoprotektanty fadime sacharidy,
aminokyseliny, kvartérni amoniové slouceniny a polyaminy (Sun et al., 2010). Pii stresu
rostlin t€zkymi kovy dochazi ke zméné obsahu jednotlivych sacharidi. Jejich hladiny i

distribuce v rostlin¢ se velmi 1i8i, je zde i velkd variabilita mezi druhy rostlin a typem kovu.

5.4.1. Distribuce sacharidu v rostliné

5.4.1.1. Sacharoza

Asi nejvyznamnéj$im sacharidem v rostliné je sachar6za. Tento disacharid (a-D-
glukopyranosyl-$-D-fruktofuranosid) kona v rostlinném téle mnoho funkci. Je to hlavni
transportni sacharid v rostlinné fisi, slouzi jako zdroj uhliku a energie, mize byt také
skladovan v zasobnich organech a plodech. Plsobi téz jako signalni molekula a ucastni se
stresovych reakcich jako osmoprotektant. Na rozdil od fruktanii a sacharidii rafindézové fady
(RFOs) mé vsak mensi tc¢inek jako antioxidacni sloucenina. Molekula sachardzy obsahuje
mén¢ hydroxylovych skupin nez fruktany nebo RFOs, tudiz ma méné mist k navazani ROS
(Van den Ende and Valluru, 2009). Dal$im divodem je ten, Ze pii abiotickém stresu Casto
nedochazi tolik ke zvySeni koncentrace sachardzy oproti koncentraci napf. RFOs nebo
Skrobu. Pfi stresu tézkymi kovy dochézi dokonce prevazné ke sniZeni koncentrace sacharozy
v rostling. Pfi¢inou je zvySena preména sachardzy (neredukujiciho cukru) na redukujici cukry
zejména hexdzy (Costa and Spitz, 1997). Nékteré rostliny ovsem naopak zvySuji koncentraci

sacharozy ve svych pletivech pfi kontaminaci tézZkymi kovy nebo sachar6zu akumuluji jen
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v urCitych organech. Prikladem mtize byt okurka setd (Cucumis sativus), kde se pii
kontaminaci médi sachardéza 1 Skrob akumulovaly jen v listech. V kofenech nedoslo
k akumulaci asimilatt, byla zde ale nejvétsi koncentrace médi, kterd se zde uklada. Méd’ ma
vliv na pfijem mineralti a snizuje jejich transport, v listech je tak snizend koncentrace prvki
potiebnych pii fotosyntéze. Nedostatek fosforu vede kredukci rtstu listl, coz se muze
odtivodnit zpétnovazebnou inhibici fotosyntézy pies akumulaci asimilati v listech. Ubytek

hoi¢iku jen zesiluje inhibici fotosyntézy (Alaoui-Sosse et al., 2004).

5.4.1.2. Skrob

Skrob (a- D-glukopyranosyl) je nejéastdji se vyskytujici zasobni polysacharid. TéZké kovy
maji rozdilny vliv na jeho mnozstvi v rostlinnych pletivech. Zvysena akumulace skrobu byla
zaznamenana u sazenice ryze (Oryza sativa) pii kontaminaci kadmiem (Verma and Dubey,
2001), arsenem (Jha and Dubey, 2005) a hlinikem (Mishra and Dubey, 2008), pficemz vice se
Skrob akumuloval v nadzemnich ¢astech nez v kotenech. U hrachu setého (Pisum sativum) se
Skrob také akumuloval pievazné v nadzemnich Castech rostliny. Niz$i koncentrace kadmia
nijak negativné neovlivnila obsah skrobu ve vI¢im bobu (Lupinus albus) péstovaném in vitro.
Pfi nizké koncentraci kadmia (do 0,1 pm v médiu) se vyrazné zvysSilo mnozstvi Skrobu
v nadzemnich ¢astech a celkové se i zvétSila biomasa rostliny. Pfi vysSich koncentracich
kadmia vI¢i bob jiz redukoval svou biomasu a mnoZzstvi primarnich metaboliti (Costa and
Spitz, 1997). V prostfedi kontaminovaném tézkymi kovy kli¢ici rostliny mangrovniki
(Aegiceras corniculatum) snizily obsah Skrobu (Guangqiu et al., 2007). Snizeni obsahu
Skrobu bylo také zaznamenano u semenackll borovice lesni (Pinus sylvestris) na pude

s vétsim obsahem organické hmoty (Kim et al., 2003).

5.4.1.3. Sacharidy rafinozové rady (RFOs)

Sacharidy rafin6zové tady jsou a-galaktosyl derivaty sachardézy. RFOs jsou zejména
transportni formy sacharidi u nékterych druhi rostlin, napt. meloun cukrovy (Cucumis melo),
pochvatec ozdobny (africka kopftiva) (Coleus blumei), ale ucastni se 1 stresovych reakei. Prvni
krok syntézy RFOs katalyzuje galaktinolsyntaza (GolS), coz je i hlavni regula¢ni bod
pfemény mezi sachar6zou a RFOs. RFOs se pfi kontaminaci tézkymi kovy akumuluji
v rostlinnych pletivech, jak jiz bylo uvedeno, dochazi tedy ke zvysené preméné
neredukujicich cukri zejména sachardzy na redukujici (hexozy) (Costa and Spitz, 1997; Jha

and Dubey, 2004). RFOs velmi dobie vytvaii vodikové mustky lépe nez glukdéza nebo
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sachar6za, vazi se tak na proteiny a membrany a zabranuji tim jejich poSkozeni tézkymi kovy
(Sun et al., 2010). V neddvné dobé byla objevena dalsi funkce RFOs pfi stresu. Pii stresu
tézkymi kovy dochdzi ke zvysené produkci ROS. RFOs spole¢nou interakci s fenolickymi
latkami mohou pifimo detoxifikovat ROS v chloroplastu a vakuole (Van den Ende and
Valluru, 2010). U vi¢iho bobu (Lupinus albus) byla in vitro zjisténa vyssi koncentrace
rafindzy, ale niz$i koncentrace galaktdzy pii kontaminaci kadmiem. Galaktéza se uvoliuje
z galaktolipidl pfi destrukci membrany. Vyssi obsah galaktozy v buiice je toxicky, proto se
pfi kontaminaci kadmiem zvySuje zabudovani galaktéozy do rafindzy, ¢imz se zvySuje
koncentrace rafin6zy. Dochdzi i ke zvySeni koncentrace hydroxylysinu a prolinu, coz ukazuje
na aktivni proteolyzu galaktolipidi (Costa and Spitz, 1997). Jiny mechanismus obrany ma
topol (Populus spp.), kde se galaktéoza zabudovava rovnou do stachydzy, protoze syntéza

rafindzy je blokovana kadmiem (Stobrawa and Lorenc-Plucinska, 2007).

5.4.1.4. Fruktany

Fruktany jsou rozpustné zasobni polysacharidy, které tvoii linearni ¢i vétveny fetézec
fruktozovych jednotek navazanych na molekulu sachar6ézy. Syntetizuji se i odbourdvaji ve
vakuole. Vyskytuji se asi u 15 % rostlinnych druhti, nejcastéji se nachazeji u celedi
lipnicovitych (Poaceae), hvézdicovitych (Asteraceae) a liliovitych (Liliaceae). V rostling
hraji dtlezitou roli pii abiotickém stresu. Jejich role pii kontaminaci t€zkymi kovy je bud’
pfimo zhaSet kyslikové radikdly (ROS) vytvotené pfi stresu nebo nepfimo stimulovat dalsi
antioxida¢ni mechanismy. Zmény v koncentraci fruktanti koreluji se zménami antioxidantt
jako je GSH nebo ASC. Pifimé zneSkodnéni ROS spociva ve vytvofeni oxidovanych
fruktanovych volnych radikalt (OFFRs), které pak napt. flavonoidy redukuji znovu na
fruktany (Van den Ende and Valluru, 2010). Dé¢lka fruktanovych fetézct je ovliviiovana
nejen druhovou specifitou, ale i vnéjSim prostiedim. Vyssi teplota vzduchu a akumulace
zeleza v listech zvysSuji mnozstvi fruktanl, zatimco prostiedi s vyssi relativni vlhkosti
vzduchu a vysokym mnozstvim znecisténi (SO,, NO;) ma negativni vliv na tvorbu fetézci.
Ro¢ni obdobi ma také vliv na tvorbu fruktant. Na jafe, v 1ét€¢ a na podzim se akumuluji
sttedné dlouhé fruktany, které slouzi jako rychly zdroj uhlikatych fetézcti a mohou byt rychle
mobilizovany pii stresové situaci. Zatimco dlouhé fetézce fruktant slouzi jako dlouhodobé

reservy sacharidii (Sandrin et al., 2008).
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5.4.2. Aktivita enzymu sacharidového metabolismu

Hydrolytické Stépeni Skrobu je katalyzovano a-amylazou, B-amylazou a a-glukoziddzou ¢i
fosforyldzou Skrobu. Tyto enzymy se nachazeji v plastidech. Tézké kovy zpisobuji razantni
snizeni aktivity téchto enzymii ve vSech castech rostliny. Tim se vysvétluje zvysSena
akumulace Skrobu pii stresu. Pokles aktivity hydrolytickych enzymt Skrobu byl pozorovan u
kli¢icich semen hrachu setého (Pisum sativum) pii kontaminaci kadmiem (Devi et al., 2007).
U Kkli¢ici ryze (Oryza sativa) byla také zaznamenana inhibice a-amylazy a B-amylazy jak
v endospermu, tak i v embryu pfi kontaminaci arsenem (Jha and Dubey, 2004; Jha and
Dubey, 2005) i hlinikem (Mishra and Dubey, 2008). Devi et al. (2007) pfifazuji tuto inhibici
snizené dostupnosti vapniku, ktery je pottebny pro aktivitu a-amylazy.

DalSim dilezitym enzymem v metabolismu sacharidi je sachar6zafosfatsyntdza (SPS).
Sacharozafosfatsyntdza katalyzuje biosyntézu sachardzy v cytosolu, funguje jako hlavni
kontrolni bod biosyntézy sachardzy (Guo et al., 2002). Kontaminace tézkymi kovy snizuje
aktivitu SPS ve vSech castech rostliny. Vyjimku predstavuji kli¢ici semena hrachu setého
(Pisum sativum), kterd vykazuji pti kontaminaci kadmiem sniZenou aktivitu SPS v kofenech a
stoncich, ale v délohach se pfi kontaminaci aktivita SPS zvySuje o 10 - 15 % (viz Obr. 8)
(Devi et al., 2007).

Enzymy sacharézasyntaza (SS) a invertdza (IT) se Ucastni degradace sachardzy. Tyto
enzymy se lisi produkty reakce. Sachar6zasyntaza je glykosyltransferaza a produkuje fruktézu
a UDP-glukozu. Invertaza je hydrolaza, takZe pfi jejim pisobeni vznikd misto UDP-glukozy
samotnd glukoza. Invertaza muze existovat ve vice formach (isoenzymech), jejich aktivita
zalezi na pH prostfedi katalyzované reakce. Invertazy ve vakuole a v bunééné sténé maji pH
optimum reakce v kyselém prostredi, jsou to kyselé¢ invertazy (Al). Naproti tomu neutralni
nebo alkalicka invertdza (NI) se vyskytuje v cytoplasmé (Koch, 2004). Aktivita enzymi
degradujicich sacharézu se zvySuje pfi stresu zpusobeném kovy. Pisobenim kadmia byla
zvySena aktivita téchto enzymi u kli¢ici ryze (Oryza sativa) (Verma and Dubey, 2001).
K zajimavym vysledkiim se dobrali na Institutu dendrologie v Polsku. Porovnavali zde
strategii preziti domaciho a zavle€eného druhu topolu na pidé kontaminované tézkymi kovy.
Topol bavinikovy (Populus deltoides) je ve stiedni Evropé nepiivodni druh, ma vyhodu nad
domacim topolem ¢ernym (Populus nigra) v tom, ze jako zavleCeny druh ma v Polsku jen
malo ptfirodnich patogent. Hypotézou tedy je, ze topol bavinikovy, zavleCeny druh, mize
tolerovat zkraceni ristové sezony kofenil na kontaminovanych plochach, protoze nemusi

vyvijet obranné mechanismy proti patogenlim. Tato hypotéza se potvrdila, topol bavinikovy
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na kontaminované pud¢ jiz na zacatku fijna zastavuje rist kofenid. V kofenech se snizuje
aktivita SS, AI 1 NI. V kofenech topolu ¢erného se aktivita SS, Al 1 NI zvySuje, ¢imZ se
zvySuje 1 koncentrace hex6z. Jelikoz byla zjisténa snizend aktivita enzymi glykolyzy, tak tyto
hex6zy jsou nejspise vyuzity v syntéze dalSich polysacharidi zejména polysacharidi bunécné
stény (kaldzy a celulozy) a jinych latek napi. sekundarnich metabolit (Stobrawa and Lorenc-
Plucinska, 2007; Lorenc-Plucinska and Stobrawa, 2005).

V glykolyze a pentozafosfatovém cyklu (PPP) dochazi k uvolnéni energie ze sacharidu.
Studie zabyvajici se vlivem tézkych kovil na tyto cykly se ve vysledcich velmi odlisuji. U
fazolu obecného (Phaseolus vulgaris) byla pti kontaminaci zinkem zjisténa indukce hlavnich
regulacnich  enzymi  PPP  glukéza-6-fostatdehydrogenazy  (G6PDH) a  6-
fosfoglukonatdehydrogenanazy (6PGDH) (Asche et al, 1989). U kli¢iciho hrachu byla pfi
kontaminaci kadmiem zjisténa zvySend syntéza NADPH v PPP jen v délohach, v kofenech a
stoncich se aktivita enzymi G6PDH a 6PGDH snizila (Devi et al., 2007). V kotenech topolu
bavinikového (Populus deltoides) se aktivita G6PDH také snizila. PfiCina inhibice G6PDH je
pravdépodobné ve snizené koncentraci substrati — glukdzy, fruktozy a fosforylovanych hexéz
(Lorenc-Plucinska and Stobrawa, 2005). Hexokindzy (HXKs) jsou jednak enzymy glykolyzy,
které fosforyluji hexdzy na hexdza-6-fosfat, ale pisobi i jako molekuly generujici signal (Jang
et al., 1997). U hrachu seté¢ho (Pisum sativum) bylo zjiSténo jen nepatrné zvyseni hexokinazy
(HK) 1 fruktokindzy (FK) ve vSech ¢astech klic¢ici rostlinky (Devi et al., 2007). Jina studie
ukazala naopak snizeni aktivity HK i FK (Chugh and Sawhney, 1999).
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Obr. 8: Utinek kadmia na metabolismus kli¢iciho semene hrachu setého (Pisum sativum); &
negativni regulace a 1 pozitivni regulace; AMY — amylaza, HXK - hexokindza, PGI-
fosfoglukoisomeraza, PGM - fosfoglukomutaza, SPS — sacharozafosfatsyntaza, SUC —
sacharoza, F — fruktoza, G — glukoza, G-6-5 — gluk6za-6-fosftat, F-6-P — fruktoza-6-fosfat, G-
1-P — gluk6za-+-fosfat, INV — invertaza, GO6PDH — gluk6za-6-fosfatdehydrogenaza, 6PGDH

— 6-fosfoglukonatdehydrogendza, PGI — fosfoglukoisomeraza. Upraveno podle Devi et al
(2007).
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6. ZVYSENI UCINNOSTI FYTOREMEDIACE

Fytoremediace je svym zpusobem zemédé€lsky postup odstranéni kontaminantl z Zivotniho
prostfedi. Pro zvySeni jeji ucinnosti je dualezitd dobrd znalost metabolismu rostlin a
zemédélskych praktik. Zvysit G€innost mizeme hnojenim pudy, pfidanim syntetickych
chelatori do pudy, selekci rostlin a optimalni hustotou jejich vysadby, stfidanim plodin,
zavlazovanim a hubenim Skidch. V této praci se vice zminim jen o nékterych technikach
zvySujicich fytoremediaci. Velice dulezity je dalsi vyzkum. Naptiklad mnoho informaci zatim
neni o optimalizaci doby sklizné. Vyzkum je také potiebny pro identifikaci druhti vhodnych

pro remediaci (Lasat, 2002).

6.1. Syntetické chelatory

Aplikace syntetickych chelatort (vétSinou polyaminokarboxylové kyseliny) zvySuje
dostupnost kovii pro rostlinu tim, Ze chelator na sebe kov navéaze a tento komplex ligand-kov
je pak lépe pfijiman. Mezi syntetické chelatory patii ethylendiamintetraoctova kyselina
(EDTA), kyselina diethylentrinitrilopentaoctova (DTPA), kyselina nitrilotrioctova (NTA),
kyselina trans-1,2-cyklohexylenednitrilotetraoctova (CDTA), kyselina
ethylenglykoltetraoctova (EGTA) a kyselina citronova. Jako nejucinnéjsi synteticky cheléator
se zda byt EDTA. Jeji aplikace do piidy zvysSila u hoicice (Brassica juncea) ptijem olova i
akumulaci kovu ve stonku, ale snizila rast rostliny (Epstein et al., 1999). U slune¢nice ro¢ni
(Helianthus annuus) a kukufice seté (Zea mays) byl zkouman vliv inokulace houbou (Glomus
mosseae) Ci kvasinkou (Candida ernobii) a nebo ptidani syntetického chelatoru EDTA do
pudy. Porovnavaly se aspekty jako rist rostlin, pfijem tézkych kovt (Pb, Zn, Cu, Cd) a jejich
translokace v rostliné. Ukéazalo se, Ze aplikace syntetickych chelatori zvysila akumulaci
v rostlin€ nejen olova, ale i ostatnich kovl (Zn, Cd, Cu). Aplikace EDTA sice zvysila piijem
zejména olova vice nez mikrobialni infekce, ale negativné piisobila na rast rostliny. OSetieni
mykorrhizou vyslo nejlépe, nejvice se zvysil piijem kovl (Zn, Cu a Cd), a to zejména u
kukufice. Po inokulaci kvasinkou se zvysil pfijem kovii o néco méné nez u mykorrhizy, ale
zvysil se 1 rast rostlin. Absorbované kovy byly akumulovany spiSe v koteni, coz je nevyhodné
pro vyuziti pii fytoextrakci. Dale se ukézalo, ze pfi aplikaci EDTA a u mykorrhizy rostliny
vice translokuji kov do nadzemnich ¢asti, méné pak dochazi k translokaci kovu v rostliné¢ u

inokulace kvasinkou. Celkové se kukufice osvédc¢ila vice nez slunecnice pro vyuziti ve
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fytoremediaci, zejména kviili vétsi biomase a vysSimu piijmu kovi, ale i presto je uplatnéni
téchto rostlin ve fytoremediaci jen malé. Jejich hodnota fytoextrakéniho koeficientu je mala

(Usman and Mohamed, 2009).

6.2. Pudni mikroorganismy

Mnoho studii dokazuje, ze asociace rostlin s pidnimi mikroorganismy mtize potencialné
zvysit ucinnost fytoremediace. Jiz dlouho se vi, Ze piidni mikroorganismy dokazi ménit pH
pudy a redoxni potencial, tim zvySuji dostupnost kovil pro rostlinu. Déle zvySuji pfijem a
akumulaci kovi v rostliné sekreci organickych kyselin. Pisobeni mykorrhizni asociace na
ptijem kovt jesté neni Gpln€ znam. Velmi zalezi na druhu rostliny, mykorrhizni houby i kovu.
Mezi mykorrhizni houby, které se vyskytuji na piidach s vysokou koncentraci kovii, patii rod
Glomus spp., Gigaspora spp. a Euthrosphora spp. (Lasat, 2002). Endomykorhizni houba
Glomus verruciforme byla zkoumana z hlediska vytvareni asociace s pSenici setou (7riticum
aestivum). Rostliny s mykorrhizni asociaci vykazovaly vétsi rezistenci k vyssi koncentraci
kadmia. V pSenici se zvySilo mnozstvi proteinil a rozpustnych sacharida ve stonku a kofeni,
obzvlasté v koteni byl narlst rozpustnych sacharidli velmi drasticky (Jamal-Abad and Khara,
2007). Negativni plisobeni kadmia na mykorrhizni asociaci semenackli borovice lesni (Pinus
sylvestris) bylo zjisténo u infekce cechratkou podvinutou (Paxillus involutus) (Kim et al.,
2004). Zamérem této studie bylo urcit, zda naakumulované kadmium v rostliné pifimo pisobi
na vytvotreni mykorrhizni asociace. Semenacky borovice byly nejprve péstovany v kadmiem
kontaminované pud¢ a posléze presazeny do Cistého substratu inokulovaného houbami. Mira
infekce se poté stanovila podle mnozstvi a distribuci rozpustnych sacharidi v rostliné. U
semenackt s mykorrhizou byla niz$i koncentrace rozpustnych cukrii v kofenech nez u
nemykorrhiznich semenackti. Kadmium tedy negativné ovliviiuje nejen rostlinu samotnou, ale
1 asociovanou houbu. SniZeni vykonu obou partnertt mize tudiz branit rozvoji mykorrhizy,
coz by mohlo mit negativni dopad na obnovu borovicovych lesit v zamotenych oblastech
(Kim et al., 2004). 1 dalsi studie dokazuji protikladné efekty mykorrhizy na pfijem a

akumulaci kovl v rostlinach (vice v review Kidd ez al., 2009).



6.3. Hnojeni

Dalsim vhodnym prostiedkem zvySeni fytoremediace je aplikace hnojiva jak statkového, tak
prumyslového. Ve vyzkumném ftustavu picninaiském v Troubsku se zabyvali vyuZzitim
netradi¢nich plodin pro fytoremediaci. Jako nejvhodnéjsi plodinou pro odbér kadmia a olova
se ukazal byt sléz krmny (Malva verticillata) a zito svatojanské (Secale cereale). Aplikace
kompostu u téchto plodin vyznamné zvysila pfijem kovl rostlinami. Tyto rostliny jsou i
nepfili§ naro¢né na péstovani, takze jsou velmi vhodné pro sanaci pud (Badalikova et al.,
2009). Jiné zjisténi méli Kim et al., (2003), kteti studovali vliv sloZeni plidy na toxicitu
kadmia u semenackil borovice lesni (Pinus sylvestris). Semenacky, které rostly na pudé
s vy$§im obsahem organické hmoty byly sice méné postizeny kontaminaci kadmiem, avSak
akumulovaly méné kadmia nez semendcky, které rostly na piidé s mineralnim podkladem. U
téchto semendcki byla zjisténa vyssi koncentrace rozpustnych sacharidil, niz8i koncentrace
Skrobu. Celkové koncentrace vSech nestrukturnich sacharidi byla nizsi, tato niz8i hodnota
nestrukturnich sacharidii a zvySeni ristu stonku u semenackt ukazuje, ze sacharidy byly
vyuzity hlavné pro rast rostliny.

Pouziti primyslovych hnojiv pfi fytoremediaci ptedpokladd hlavné zvySeni biomasy.
Bohuzel v n¢kolika studiich se ukazalo, ze aplikace dusikatych hnojiv sice zvysi biomasu
rostliny, ale snizi ptfijem kovu (Bennett et al., 1998). Piiznivé vysledky poskytla studie na
mucholapce podivné péstované in vitro (Dionaea muscipula). Autoii zde predpokladali, ze
piidanim sulfatu do média se posili tolerance rostlin ke kadmiu zvySenou syntézou thiola
(GSH a PCs) a plumbaginu, coz je hlavni sekundarni metabolit mucholapky. Jejich hypotéza
se potvrdila, sulfat zvysil toleranci rostlin ke kadmiu a dokonce i zvysil akumulaci iontd kovu
v rostlin¢ (Babula et al., 2009). Sodikové hnojivo se také osvédéilo pro zvySeni akumulace
kadmia v rostlindich. U jetele plazivého (Trifolium repens) a jilku vytrvalého (Lolium
perenne) se po aplikaci sodikového hnojiva dokonce zdvojnasobila koncentrace kadmia
v listech, stoncich a kvétenstvich. Ale jiz odliSny uG¢inek u jetele a jilku mélo hnojivo na
koncentraci stopovych prvkii a rozpustnych sacharidi. U jilku se koncentrace rozpustnych
sacharida zvysila, u jetele se naopak jejich koncentrace snizila. Odlisné chovani jetele a jilku
autofi pripisuji v rozdilném mechanismu fixace dusiku (Chiy and Phillips, 1999). Spravny

vybér rostliny a hnojiva je tedy velmi dilezity pro dobré vysledky remediace.



6.4. Transgenni rostliny

V posledni dobé se intenzivnim polem zkoumani stalo uziti geneticky modifikovanych
rostlin pii fytoremediaci. Za ptijem kovi, translokaci a jejich ulozeni je odpovédnych mnoho
gend, exprese téchto genll by zajistila zvySeni G¢innosti ptirozenych metabolickych drah. Jiz
v kapitole Hyperakumuldtory jsem popsala moznost vneseni geni zodpovédnych za
hyperakumulaci do vysoce produktivnich rostlin, nendro¢nych na péstovani. Vice o
transgennich rostlinach je napsano v piehledovych clancich (Kotrba et al., 2009, Macek et al.,

2002).



7. ZAVER

Znecisténi pud tézkymi kovy je stdle velmi rozSifeny fenomén. Ponévadz rostliny jsou
ptisedlé organismy, nemaji oproti zivo¢ichim moznost uniku pfed kontaminaci. Rostliny si
tedy musely vytvorit dimyslné mechanismy obrany proti toxickym ucinkiim tézkych kovi.
Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o vlivu téZkych kovii na metabolismus rostlin s
dirazem na metabolismus sacharidi. Metabolismus je sam o sob€ dosti slozity systém
procesi a je velmi variabilni u kazdého druhu rostliny. Souhrnné lze jen fici, ze tézké kovy
ovlivituji metabolismus rostlin na mnoha urovnich. Reakce rostlin na kontaminaci tézkymi
kovy je variabilni, 1i§i se druh od druhu a je velmi zavisld na druhu kovu a podminkéach
prostfedi. Detailngj$i poznatky mohou slouzit pro dalsi rozvoj fytoremediace, jenzZ ndm nabizi
Setrny zplsob odstranéni kontaminantll ze Zivotniho prostfedi. Stale jesté zlstdva mnoho

nezodpovézenych otazek v této oblasti fyziologie rostlin, a je tedy potieba dalsich studii.
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