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Remediační a fytoremediační technologie pro 21. století

Fytoremediace představují perspektivní nástroj pro odstraňo­
vání organických i anorganických polutantů ze životního prostředí, 
a to především díky vyšší ekologické šetrnosti a relativně nízké 
ceně. Fytoremediace byla již úspěšně aplikována na stanoviště kon­
taminované různými organickými xenobiotiky. Hlavní nevýhodu 
fytoremediace představuje poměrně malá rychlost procesu. Použití 
rostlin je oproti klasickým technikám ex-situ časově mnohem nároč­
nější. Jednou z možností použití rostlin při bioremediaci v praxi 
je dekontaminace těžkých kovů. Současné úsilí směřuje k využití 
přirozených hyperakumulátorů a zejména geneticky modifikova­
ných rostlin upravených specificky pro účely fytoremediace. Pro 
další rozvoj fytoremediačních technik těžkých kovů použitelných 
v polních podmínkách a obzvláště využití geneticky modifiko­
vaných rostlin je však nezbytné detailní pochopení procesu de­
toxikace iontů těžkých kovů v rostlinách na molekulární úrovni. 
Z přibližně 50 známých těžkých kovů má závažnější ekologický 
a toxikologický význam přibližně 16 prvků (Fe, Mo, Mn, Zn, Ni, 
Co, Cu, V, W, Cr, Hg, Pb, Cd, Sb, Ag, a U). Toxicita iontů těžkých 
kovů je v prvé řadě způsobena jejich vysokou afinitou k thiolovým 
skupinám. Vazbou thiolových skupin je inhibován účinek mnohých 
biologicky aktivních proteinů. Těžké kovy též mohou interferovat 
s metabolismem fysiologických iontů, např. Cd2+ s Zn2+ nebo Ca2+, 
Ni2+ a Co2+ s Fe2+, Zn2+ s Mg2+. Dalším mechanismem toxického 
působení může být produkce reaktivních kyslíkových radikálů, 
které jsou příčinou oxidativního stresu. Při diskusi detoxikace 
a homeostase těžkých kovů v rostlinách je důležité mít na paměti 
dva aspekty: rostlinná buňka je kompartmentalizována, proto 
hraje důležitou roli distribuce a intracelulární transport iontů kovů 
mezi kompartmenty (především vakuolami) a cytoplasmou. Vyšší 
rostliny jsou navíc mnohobuněčné s diferencovanými orgány, mezi 
nimiž rovněž dochází k rozdílné distribuci iontů kovů. Mechanismy 
rezistence k iontům těžkých kovů primárně směřují spíše k prevenci 
výskytu toxických iontů kovů v rostlině, namísto reparace již 
vzniklých poškození. Strategie detoxikace se značně různí – od 
spolupůsobení mykorhitických mikroorganismů v extracelulárním 
prostředí, sekvestrace iontů kovů ve vakuole až po ochranu a re­
paraci plasmalemy. Tyto a další mechanismy rezistence k iontům 
těžkých kovů, především k Cd2+, Zn2+ a Ni2+, budou diskutovány 
v následujícím textu. Mykorhiza může tvořit efektivní prvek v re­
zistenci k toxickým iontům těžkých kovů v rostlinách. Mechanismy 
tohoto působení však nejsou jednoznačně určitelné – závisí na 
konkrétním mykorhitickém mikroorganismu, hostitelském druhu 
a také na působícím toxickému iontu. Mykorhiza může snižovat 
i zvyšovat příjem toxinů a tím ovlivňovat toleranci hostitele. Vliv 
mykorhitického symbiontu na toleranci k iontům těžkých kovů 
v rostlinách může být způsoben: adsorpcí iontů kovu na extrama­
trikální mycelium či hyfální pochvu, omezeným přístupem kovu 
k rhizodermis v důsledku hydrofobicity hyfální pochvy, chelatací 
kovu exudáty mykorhitické houby, depozicí chelatovaného kovu 

v cytoplasmě nebo vakuolách mykorhitického symbiontu a také 
zlepšením fyziologického stavu rostliny v důsledku efektivnějšího 
zásobení živinami, především fosforečnany. Vazebné vlastnosti 
rostlinné buněčné stěny, a tudíž její role v toleranci k těžkým 
kovům, jsou značně diskutabilní. Ačkoliv na povrchu kořenů jsou 
buněčné stěny v přímém kontaktu s kovy v půdě, vazebná kapacita 
buněčné stěny je omezená a může mít jen omezený efekt na aktivitu 
kovu v blízkosti povrchu plasmatické membrány. Je také obtížné 
vysvětlit specifitu tohoto mechanismu tolerance k iontům těžkých 
kovů. Přidruženým procesem je vylučování kořenových exudátů 
kořeny rostlin. Ty mají různé funkce, mezi něž patří chelatace 
iontů kovů, která pak zvyšuje biologickou dostupnost některých 
iontů pro rostlinu. Plasmatická membrána představuje první „živý“ 
cíl toxického působení těžkých kovů v rostlinné buňce. Zároveň 
tvoří bariéru chránící buňku před vstupem toxických iontů. K na­
rušení integrity membrány v důsledku stresu vyvolaného těžkými 
kovy může dojít rozličnými mechanismy: oxidací a prokřížením 
thiolových skupin membránových proteinů, inhibicí klíčových 
membránových proteinů jako je H+-ATPasa nebo změnami v li­
pidovém složení a fluiditě membrány, což má přímý efekt na její 
permeabilitu. V rostlinách byla popsána zvýšená exprese proteinů 
tepelného šoku (HSP) vyvolaná ionty těžkých kovů. K nárůstu 
hladin HSP dochází nejspíše s cílem udržet integritu plasmatické 
membrány a zvýšit efektivitu reparačních mechanismů. Navíc krátký 
tepelný šok před expozicí iontům těžkých kovů u pokusných 
rostlin indukoval zvýšenou toleranci v důsledku zvýšené odolnosti 
plasmatické membrány. Byla též pozorována role proteinů meta­
lothioneinů v ochraně cytoplasmatické membrány před toxickým 
působením iontů těžkých kovů. Na rozdíl od jednobuněčných 
organismů, u nichž je detoxikace iontů kovů v cytosolu zprostřed­
kována především transportem iontů ven z buňky, je pro rostliny 
typická chelatace toxických iontů. Jako chelatační činidla mohou 
sloužit nízkomolekulární organické látky jakými jsou aminokyseliny 
histidin a prolin, peptidy γ-glutamylcysteinyl, glutathion a fytoche­
latiny a proteiny metalothioneiny. Dalším způsobem detoxikace 
v cytosolu v rostlinných buňkách přestavuje transport iontů těžkých 
kovů do vakuol. Vakuoly jsou obecně místem depozice mnohých 
iontů kovů včetně Cd2+ a Zn2+. Transport iontů těžkých kovů do 
vakuol je zprostředkován různými transportními proteiny. V Arabi-
dopsis thaliana byl identifikován gen ZAT kódující protein z rodiny 
CDF účastnící se transportu Zn2+ do vakuol. P-ATPasa HMA3 
zprostředkovává vakuolární depozici Cd2+ v A. thaliana a dalších 
nehyperakumulujících druhů. Dalším dokumentovaným případem 
je transport komplexů Cd2+ s  fytochelatiny do vakuol, přičemž 
tuto akumulaci zprostředkovávají ATP-dependentní transportéry 
z rodiny ABC lokalizované v tonoplastu. Ve vakuole jsou komplexy 
Cd2+ s fytochelatiny stabilizovány inkorporací sulfidových iontů.
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Phytoremediation constitutes an attractive alternative of decontami­
nation of polluted sites primarily to conventional ex-situ techniques. 
Further development of phytoremediation and especially exploitation 
of genetically modified plants requires comprehensive insight into 
heavy metal resistance mechanisms in plants. This review is focused

 

on particular aspects of resistance and detoxification of heavy metals 
on the level of individual plant and single cell.
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Důsledkem působení kadmia na rostliny může být narušení 
fotosyntézy, respiračního řetězce, narušení příjmu živin, listová 
nekróza či celkový pokles biomasy s potenciálním snížením 
výnosnosti u zemědělských plodin o 5–22 %. Existuje mnoho studií 
zabývajících se vlivem kadmia na rostliny, jen velmi málo z nich 
však jeho vlivem na slunečnici. Většina výzkumů je prováděna na 
celistvých rostlinách, jen málo je známo o vlivu kadmia na in vitro 
kultury. Přesto studium in vitro kultur by mohlo být přínosné nejen 
z důvodu navržení genetických modifikací za účelem zvýšení fyto­
remediačních schopností slunečnice, ale také umožňuje snadnější 
testování rostlin za velmi dobře definovaných podmínek. V naší 
práci jsme se zabývali vlivem různých koncentrací kademnatých 
iontů na růst kalusů slunečnice roční kultivaru Aloha.

Materiál a metody

Namořené komerčně dodávané nažky slunečnice roční kul­
tivaru Aloha byly vydezinfikovány v roztoku Sava (20 % v/v, 
po dobu 20 min.), následně několikrát omyty ve sterilizované 
destilované vodě a byly vysazeny na kultivační médium Murashige 
a Skoog bez růstových regulátorů podle Santos a Caldeira. Osm 
dnů stará rostlina byla rozdělena na části (kořeny, hypokotyl), 
a  ty byly pěstovány na modifikovaném MS médiu doplněném 
o 5 g.l–1 KNO3, 0,5% (w/v) polyvinylpyrrolidon (PVP), 2,7μM 
α-naftyloctovou kyselinu (NAA), 2,2μM 6-benzylaminopurin (BAP) 
a 0,2μM giberelovou kyselinu (GA3) a upraveném na pH 5,7.

Výsledky a diskuze

Kalusy slunečnice roční kultivaru Aloha byly po dobu osmi 
dnů vystaveny působení kademnatých iontů o koncentracích 
0, 5, 10, 50, 100 a 500 μM. Každý den bylo odebráno a zváženo 
deset shluků z každé experimentální varianty. Průměrný denní 
přírůstek hmotnosti pro jednotlivé varianty se pohyboval v prv­
ních čtyřech dnech experimentu v rozmezí 0,5–4 mg a v období 
4. až 8. dne experimentu v rozmezí 1–6 mg. V časovém úseku 
prvních čtyřech dnů vykazovaly kalusy v porovnání s kontrolou 
pro aplikované koncentrace kadmia 5, 10, 50 a 100 μM inhibici 
růstu. Výjimkou byla koncentrace 500 μM, která ve 2. až 4. dnu ex­
perimentu rostla lépe než kontrola, a to o 1 až 2 mg.d–1. Od 4. dne 
experimentu nastala stimulace růstu v  porovnání s kontrolou 

u kalusů vystavených 5, 10, a 50 μM koncentraci kadmia a u ka­
lusů vystavených koncentracím 100 a 500 μM byl růst zpomalen 
až zastaven. Tento trend se již do konce experimentu neměnil. 
Ze získaných výsledků bylo zjištěno, že i přes zpomalení růstu 
v prvních čtyřech dnech experimentu působí kadmium na kalusy 
vystavených koncentraci 5, 10 a 50 μM stimulačně a na kalusy 
vystavené působení koncentraci 100 a 500 μM inhibičně. Získané 
výsledky jsme dále matematicky vyhodnotili a bodové závislosti 
jsme proložili lineární regresí. Ze získaných závislostí jsme pomocí 
směrnice přímky určovali míru toxicity použité koncentrace ka­
demnatých iontů na explantátovou kulturu slunečnice, protože čím 
nižší je směrnice přímky, tím výraznější je inhibice růstu. Výsledky 
byly následující: 0 µM: y = 2,428x + 4,08; 5 µM: y = 2,914x + 11,62; 
10 µM: y = 3,410x + 10,15; 50 µM: y = 2,893x + 10,93; 100 µM: 
y = 2,489 + 13,49; 500 µM: y = 0,479x + 19,52. Z našich pozorování 
vyplývá, že nejvíce byl růst inhibován nejvyšší koncentrací kadem­
natých iontů (500 μM, směrnice 0,479), zatímco mírnou stimulaci 
růstu jsme pozorovali při působení 10 μM (směrnice 3,410).
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In the eight-days-long experiment, we investigated the influence of 
cadmium(II) ions (0, 5, 10, 50, 100 and 500 µM) on sunflower callus 
culture. We mainly focussed our attention on the growth. The obta­
ined results were evaluated using the standard procedure, in which 
dependence of the fresh weight on the applied concentration was 
determined. We also used linear regression to evaluate the obtained 
results. Based on the slopes of the lines, we determined the degree 
of inhibition of growth in various experimental variants. The results 
obtained suggest that sunflower callus growth was most inhibited by 
concentrations of 500 µM of cadmium(II) ions and slightly stimulated 
by 10 μM of cadmium(II) ions compared with control.
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