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1. Toxicita stfibra pro rostliny

Stiibro je uslechtily kov vyuzivany ¢lovékem jiz od
staroveéku. V prirodé se stiibro vyskytuje jak v kovové
formé, tak ve formé stfibrnych rud, pfedevsim argentitu
a akantitu (Ag,S), Casto spolec¢né se sulfidy jinych kovi
napf. olova, médi, Zeleza a zlata. V Ceskych zemich byla
tézba stiibra soustiedéna do okoli Kutné Hory. Prvni pri-
myslova tézba stiibra pochazi z let 985-995, kdy zde razili
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stiibrné denary Slavnikovci na svém hradiSti v Malin€.
Z fyzikalniho pohledu se Cisté stiibro vyznacuje nejvyssi
tepelnou a elektrickou vodivosti ze vSech kovl a zaroven
nizkou kontaktni rezistenci. Diky témto vlastnostem
a vysoké poddajnosti a kujnosti je pouZivano v celé fade¢
aplikaci. V soucasné dobé slouzi jako soucést riznych
slitin v elektrotechnice, pfi vyrobé CD a DVD nosici, ve
Sperkaftstvi, v 1ékafstvi a nékteré jeho slouceniny jsou diky
fotosenzitivnim vlastnostem nezbytné pro fotograficky
pramysl. Novéji se ukazuje, Ze stfibrné ¢astice mohou na-
chézetluplatnéni v nanotechnologickych postupech a apli-
kacich'.

1.1. Stfibro ve vodach a pudach

Obsah stiibra v povrchovych vodach se pohybuje od
0,01 pg 1™ v nekontaminovanych oblastech az po 0,1 pug 1™
ve méstech a primyslovych oblastech. V blizkosti skladl
nebezpecnych odpadi, fotografickych provozi a v horkych
pramenech bylo zjisténo az 300 pg 1™ stiibrnych iontt®.

Primérny obsah stfibra v pidé je 0,1 ug g~'. Rozpéti
zjisténych hodnot se pohybuje od 0,01 do 5 pgg™, ale
byly zjiitény obsahy stiibrnych ionti nad 40 pgg™
v oblastech s vyskytem stfibronosnych rud. Na rozdil od
velmi nizkych koncentraci v Zivotnim prostiedi jsou obsa-
hy stiibrnych iontli v odpadnich kalech z chemickych,
prumyslovych atézebnich provozli relativné vysoké
a mohou dosahnout hodnoty az 900 pg g™* (cit.”).

1.2. Kontaminace Zivotniho prosttedi

Do Zivotniho prostfedi se stfibro dostavé pfedev§im
diky prumyslové tézbé, metalurgii, v mensi mire diky
umélému vyvolédvani srazek (krystalky jodidu stfibrného
vytvaii kondenzacni jadra v oblacich) a fotografickému
pramyslu (vyvojky)®. Z téchto zdroji se stiibrné ionty i
a zasahuji do celého ekosystému®®, viz shrnuti na obr. 1.
Nejvétsi pozornost je vénovéna rybam a jinym vodnim
organismam, pro které je stifbro mimotadné toxické’. Pfi
konce%raci Ag" 1-5 pg 1" dochazi k thynu nejcitlivéjsich
druht™".

1.3. Toxicita stfibrnych ionti

Pusobeni tézkych kovil na organismus je obecné zalo-
zeno na jejich interakei s biopolymery (pfedevSim protei-
ny, ale i nukleovymi kyselinami) a na indukci vzniku vol-
nych kyslikovych radikali (reactive oxygen species,
ROS), zcéehoz dale vyplyvaji jejich jednotlivé toxické
ucinky. Toxicita tézkych kovl a jejich jednotlivych slou-
¢enin je zavisla na rozpustnosti ve vodé. Stiibro v iontové
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od rtuti pfevazna vétSina stiibrnych ionti v Zivotnim pro-
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Obr. 1. Schéma toku stFibrnych ionti v Zivotnim prostitedi
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Obr. 2. Distribu¢ni diagram ionti stfibra ve vodném prostiedi; diagram byl vytvofen pomoci programu Medusa

(http:\www.kemi kth.se/medusa, cit.”®)

stiedi rychle pfechazi do nerozpustnych sloucenin, prede-
v§im sulfidd a chloridfi, a proto Ag" nepatii k nejzavaz-
n&j$im polutantim z fad t&7kych kovi®’. Akutni toxicita
jednotlivych sloucenin stifbra se tedy vyrazné lisi

v zavislosti na jejich rozpustnosti ve vod¢, viz distribu¢ni
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diagram jednotlivych forem Ag" iontli ve vodé v zavislosti
na pH (obr. 2).

Ve sloucenindch se stiibro vyskytuje predevsim
v oxidagnim stavu Ag" (mozné jsou i Ag®" a Ag’, ale za
normalnich podminek pfevazuje jednomocna forma). Stii-
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Obr. 3. Shrnuti mozného piisobeni stiibrnych ionti na rostlinny organismus, ABA — kyselina abscisova, ROS — volné kyslikové

radikaly

brné ionty jsou schopny tvorby fady koordinacnich kom-
plexti nizkomolekularni i vysokomolekularni povahy. Vaz-
ba stfibrnych iontti na proteiny se uskuteciiuje predevsim
pomoci thiolovych skupin cysteinovych zbytkd, mozna je
i interakce s imidazolovou skupinou histidinu. V pfipadé
DNA je mozn4 interakce Ag" iontl s jednotlivymi bazemi,
predevsim s N7 adeninu a guaninu. Déle byly pozorovany
1 bifunkéni adukty s adeninem a thyminem, a guaninem
a cytosinem. V pfitomnosti potencialniho zdroje volnych
radikalt (kyseliny askorbové) bylo pozorovano oxidativni
poskozeni DNA s naslednymi zlomy’, mozné je i vazba
stiibrnych ionti na polysacharidy bunééné stény'’.
V mnoha studiich byl potvrzen toxicky efekt stfibra na
niz§i organismy''"'*. Vliv stéibrnych iontii na rostliny je
shrnut na obr. 3. V pfipadé modelového organismu pro
ekotoxikologické studie okiehku mensiho (Lemna minor)
byl zkouman vliv deseti iontd tézkych kovi na jeho rdst
(HAsO,)™", AsO, ", Cd*", (CrO,)*, Co*", Cu**, Ni**, Hg™",
Ag', TI" a Zn®). Bylo zjiténo, e stiibrné ionty vykazova-
ly pro okiehek nejvyssi toxicitu'.

V piipadé suchozemskych rostlin bylo zjisténo, Ze
rostliny jsou nejcitlivéjsi na plsobeni stiibra ve stadiu
kli¢eni, kde byly negativni efekty pozorovany pii koncent-
raci Ag" 750 ug "' usalatu hlavkového (Lactuca sativa)
a 7500 pg 1™ u jilku vytrvalého (Lolium perenne) a jinych
zkoumanych rostlin'®. Aplikace 9800 ug 1" Ag" méla le-
talni efekt na rostliny kukufice (Zea mays) a aplika-
ce 100 000 — 1 000 000 pg I zptisobila thyn rostlin rajéat
(Lycopersicon esculentum) a fazole (Phaseolus spp.).
Semena kukufice, salatu, ovsa (Avena sativa), brukve
(Brassica rapa), soji (Glycine max), Spenatu (Spinacia
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oleracea), a ¢inského zeli (Brassica campestris) péstovana
v pudé obsahujici Ag,S se vyvijela bez znamek rustové
deprese i pfi nejvyssim obsahu Ag,S, tj. 106 pg g™ (cit.%).
Letalni efekt stfibrnych iontt byl prokazan i u explantato-
vé kultury rajéat'®.

Byla publikovana fada praci zabyvajici se ekotoxiko-
logickymi studiemi vlivu stfibra na riizné ekotoxikologic-
ké modelové organismy (vodni rostliny, bezobratli a ryby)
I3I718 7 t&chto studii je ziejmé, Ze stiibro je ve své roz-
pustné formé schopno ovliviiovat celou fadu bunécnych
procest ve vSech organismech. Jeho bakteriostaticky uci-
nek je vyuzivan napiiklad pro dezinfekci vody ¢i pfi oSet-
feni popalenin'® ',

Vliv stiibra na terestrické rostliny je studovan jiz mé-
né. Nyni je znamo, Ze stiibro v rostlinach ovliviiuje celou
fadu procest, z nichZ nejznamé;jsi jsou inhibice pilisobeni
ethylenu, ovlivnéni permeability membran a tim ovlivnéni
pfijmu vody a mineralti, inhibice enzymi a vznik ROS
zpusobujicich oxidacni stres.

2. Akumulace a distribuce stfibra v rostlinach

Nékteré rostlinné druhy jsou schopny vézat vysoké
koncentrace tézkych kovi. Pokud se jedna o hodnoty, kte-
ré jsou vys$si nez 0,1 hm.% v susiné v pfipadé vétSiny ko-
v, s vyjimkou zinku, kde je tato hodnota 1 hm.% v susing,
kadmia (0,01 hm.% v susin¢) a zlata (0,0001 hm.%
v susing), je tento jev oznadovan jako hyperakumulace®.
V piipadé rostlin se pouziva také oznaceni metalofyty.
Obsah té€zkého kovu v té€chto rostlinach je vice nez 100x
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vy$$i ve srovnani s neakumulujicimi druhy. Tato biologic-
ka vlastnost je zdkladem pro technologii zvanou fytoex-
trakce, ktera muze byt aplikovana pro fytomining, ve fyto-
remediacich, vyrob¢ funk¢nich potravin atd. Nedavno bylo
prokézano, ze rostliny mohou slouzit jako vyrobci kovo-
vych nano&astic™**,

Do roku 2008 nebyl znamy zadny rostlinny druh,
ktery by byl schopen hyperakumulace —stiibra®*.
Z eukaryotickych organismil byla tato schopnost popsana
jen u hub, predevsim u muchomirek (Amanita sp.), a to
predevsim muchomirky Siskovité (4. strobiliformis), kde
byl zjistény obsah stifbra vice nez 1000 mg kg™', coZ je
vice nez 2500nasobny obsah ve srovnani s podlozni pidou
a vice nez desetindsobnd hodnota oproti diive znamym
hodnotam u hub®.

Obsah stiibra v nadzemnich castech rostlin po indu-
kované akumulaci, tj. po ptidavku chelataéniho Cinidla, se
typicky pohybuje od 1 pg g™ (cit.®) po 126 ug g™ (cit.”).
VétSina stiibra je v rostlinném organismu deponovana
v kotenech®. V nadzemnich &astech rostliny je stiibro aku-
mulovano pfevazné do mladsich listd a na jejich okraji
v pfipad¢ jednod€loznych rostlin, v ptipadé¢ dvoudéloz-
nych rostlin je rozdilna distribuce stfibra v nadzemni ¢asti
méné zjevna, ale rozdéleni zistava podobné®. Hyperaku-
mulace stiibra rostlinami byla poprvé popséana v roce 2008
ve studii*®, kde byly zkoumény limity akumulace stiibra
dvéma druhy rostlin, zndmych jako metalofyty, brukev
sitinovita (Brassica juncea) a tolice vojtéska (Medicago
sativa). Za ucelem zjisténi limitu hyperakumulace stiibra,
formy, ve které je akumulovano a mechanismu jeho ucho-
vavani, byly pouZity abnorméln€ vysoké koncentrace stiib-
ra ve formé AgNOs a to az do 1 hm.% v médiu. Po 72 h
expozice v pripadé nejvyssi koncentrace stiibra byl obsah
stfibra v su§ing az 140 000 pg g™'. Rychlost piijmu stfibr-
nych iontd ob&éma rostlinami byla vice nez 1000x vyssi,
nez bylo doposud publikovano. V rostlinnych pletivech
byla prokdzéna pfitomnost nanocastic o pfiblizn€ kulovi-
tém tvaru se stfedni hodnotou priméru 50 nm. Autofi pra-
ce pfedpokladaji moznost pouziti téchto rostlin pro vyrobu
stfibrnych nanocastic®*. Nano&astice stfibra o priméru
0,9 nm byly vyprodukovany také ve vojtésce péstované na
agaru obsahujicim kovové stiibro”. Produkce st¥ibrnych
nanocastic byla dale zjisténa i u kafrovniku lékatské-
ho (Cinnamomum camphora)™.

3. Pusobeni sti'ibra na rostliny

3.1. Stiibrné ionty zpisobuji v rostlinach oxidativni
stres

Expozice organismu tézkym kovim ma za nasledek
vznik volnych ROS a nésledné spusténi bunéénych detoxi-
kacnich mechanismii. Vystaveni bunék ptisobeni oxidacéni-
ho stresu ma za nasledek poskozeni proteinti, nenasyce-
nych mastnych kyselin a DNA, coZz vede k nezvratnému
poskozeni buiiky a mize vyustit az v jeji smrt.

Vystaveni rostliny zvySenému pusobeni ROS, napf.
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pri ozateni UV-B paprsky ¢i vystaveni ozonu, se projevuje
pfedCasnymi pifiznaky senescence nasledovanymi nekro-
zou. V praci Navabpour a spol. byl zkouméan vliv AgNO; na
kliéni rostlinky Arabidopsis thaliana (huseniéek rolni)®.
Osetfeni semenackt zpusobilo expresi nékterych geni
spojenych se senescenci, predev§sim LSC54 kodujiciho
rostlinny protein podobny metalothioneinu a dalSich gent
spojenych se senescenci (LSC94, LSC222, LSC790,
LSC760, LSC803 kodujici proteasy a peroxidasy). Dale
byla zaznamenana snizena exprese genu RBCS kodujiciho
malou podjednotku fotosyntetického enzymu ribulosobis-
fosfat karboxylasy, coz je také spojovano s rostlinnou se-
nescenci. Celkové byla pozorovana zvySena exprese asi
poloviny proteintl spojenych se senescenci, ale geny speci-
fické pro senescenci (napf. SAG12) indukovany nebyly.
Tento jev ukazuje na fakt, ze k pravé senescenci po vysta-
veni rostlin pisobeni té¢Zzkého kovu nedochazi.

Utinek AgNO; byl vyrazné nizsi, pokud byly rostlin-
ky oSetfeny zhasec¢i volnych radikali. Indukce genu
LSC803 kodujiciho lipidhydroperoxiddependentni gluta-
thionperoxidasu indukovatelnou pfitomnosti ROS a zvyse-
ni obsahu peroxidovanych mastnych kyselin naznacuje, zZe
stifbrné ionty v rostlindch zplsobuji oxidacni stres.
V exponovanych rostlindch byla zjiSténa pfitomnost sing-
letového kysliku, superoxidového a hydroxylového radika-
lu ('O, 0,7+ a OH*), a to tak, e pokusné rostliny byly
po expozici AgNO; vystaveny pilisobeni selektivnich zha-
Seci jednotlivych volnych radikala (DABCO (1,4-di-
azabicyklo[2.2.2]oktan) pro 'O,, TIRON (4,5-dihydroxy-
m-benzendisulfonat disodny) pro O, * a kyselina benzoova
pro OH*). Toto oSetfeni mélo u vSech pouzitych sloucenin
za nasledek snizeni exprese LSC54 ve srovnani
s rostlinami oSetfenymi pouze AgNOs. Pokud byly rostliny
po osetieni AgNO; vystaveny pusobeni kyseliny askorbo-
vé, doslo ke snizeni exprese LSC54 az na troven kontrol-
nich rostlin, které pusobeni AgNO; vystaveny nebyly®.
Indukce volnych radikali stfibrnymi ionty byla popsana
i v dalich pracich™*=2.

3.2. Syntéza detoxikacnich peptidl a proteint

3.2.1. Produkce fytochelatinii

Fytochelatiny (neboli kadystiny, PC) jsou skupina
nizkomolekularnich peptida ptitomnych u rostlin a u hub,
které se GCastni chelatace a detoxikace tézkych kovu. Na
zakladé své struktury byly fytochelatiny diive klasifikova-
ny jako metalothioneiny III skupiny. Nyni se toto oznaceni
jiz nepouziva. Jejich obecny vzorec je L,-Gly, kde n muze
nabyvat hodnot 2—11, nejcastéji vSak 2—5. Jejich biosynté-
za z glutathionu je katalyzovana enzymem fytochelatin-
synthasou (EC 2.3.2.15). Nejznamé&jsimi aktivatory tohoto
enzymu jsou ionty t&Zkych kovi, predeviim Cd**, Hg*',
Zn*, Cu*, As* a Ni** (cit.*).

Je znamo, Ze stfibrné ionty indukuji tvorbu fytochela-
tinti u nizdich i vyssich rostlin'>**>°. Aktivace fytochela-
tinsynthasy stfibrnymi ionty byla prokazana jak v in vivo'S,
tak in vitro® studiich, kde bylo prokazano, ze Ag' je po
Cd** druhy nejo¢inngjsi aktivator tohoto enzymu
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raci Ag" (10 uM) byla pozorovina zvySena syntéza fyto-
chelatinti. V piipadé aplikace vyssich koncentraci nedoslo
ke zvyseni syntézy PC, z diivodu tthynu bungk, na rozdil
od kademnatych ionti, kde buniky byly zivotaschopné i pfi
10x vy$si koncentraci Cd** (cit.'®). Pozorovany jev potvr-
zuje toxické ucinky stiibrnych ionti. V praci autord Mehra
a spol.*’ byla prokazana vazba Ag" na fytochelatiny.

3.2.2. Rostlinné metalothioneinu podobné proteiny

Metalothioneiny a metalothioneintiim podobné protei-
ny jsou proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti a vyso-
kym obsahem cysteinu, které jsou ve své struktute schop-
ny vazat ionty tézkych kovl. Jejich exprese se zvySuje
mimo jiné po vystaveni organismu oxidativnimu stresu
a tézkym kovim. Byly nalezeny u Zivocichii, hub, rostlin
a bakterii*'. U rostlinnych proteinii podobnych metalothio-
neinu existuji dvé isoformy, MTIR a MT2RY.

Indukce exprese metalothioneinu podobného proteinu
stiibrnymi ionty byla potvrzena na Urovni proteinll autory
Navabpour a spol.”’. Murény a Taiz pozorovali, Ze stibro
zvysilo transkripci mRNA pro MTIR a MT2R ve tfech
ekotypech Arabidopsis thaliana (Columbia, Ws, Shahda-
ra), které dle pfedchozich experimenti vykazovaly nejvys-
§i toleranci k Cu® iontdm™. Ze viech pouzitych o3etieni
(40 uM CuCl,, 1 mM AgNO;, 40 uM CdSO,4, 500 uM
ZnS0O,, 180 uM NiCl,, a tepelny Sok (40 °C)) se stiibro
projevilo jako nejucinnéj§i induktor MT2R. Indukce
MTIR nastala pouze po expozici CdSOy4. Ani jedna isofor-
ma nebyla indukovéna piisobenim 200 uM AlCl; a 450 uM
kyseliny salicylové.

3.3. Syntéza obrannych proteint

AgNO; zvysuje hladinu fytoalexind a thioning*. Jed-
na se o obranné latky, které rostlina produkuje pfi napade-
ni skudci, pfedev§im houbami a bakteriemi.

Thioniny jsou nizkomolekularni proteiny o molekulo-
vé hmotnosti piiblizng 5000 g mol™ obsahujici 45-54
aminokyselinovych zbytkti s vysokym obsahem sirnych
a bazickych aminokyselin (cystein, arginin, lysin). Dle
strukturni podobnosti jsou rozdéleny do skupiny a, B a y.
Tyto bazické proteiny vykazuji toxicitu pro nékteré orga-
nismy, napiiklad pro fytopatogenni bakterie a houby. Kro-
m¢e toho se predpoklada, ze by mohly mit funkci regulaéni,
z4sobni a obrannou.

Epple a spol.** studovali indukei Thi2.1 a Thi2.2 genu
abiotickymi elicitory v kli¢nich rostlinkdch Arabidopsis
thaliana na Grovni mRNA. V piipadé genu Thi2.1 docha-
zelo ke zvySené transkripci po 3 h plsobeni AgNO;
v 0,1 mM koncentraci ve srovnani s kontrolou. V ptipadé
genu Thi2.2 nemél AgNO; na zvySeni transkripce tohoto
genu efekt.

Fytoalexiny jsou nizkomolekuldrni latky schopné
inhibovat rust bakterii a n€kterych hub, nékteré jsou synte-
tizovany stale, jiné az po napadeni rostliny patogenem
nebo po mechanickém poranéni ¢i stresu (pisobeni UV
zateni, chlad, toxické latky, napt. tézké kovy). Jedna se
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o ruznorodou skupinu latek (derivaty stilbenu, kumarinu,
indolu, alkaloidy, flavonoidy, terpenoidy, cyklické diony,
atd.), kazda skupina rostlin syntetizuje vlastni obranné
slou¢eniny ¢i skupinu slou¢enin®. Je znamo, e Ag” indu-
kuje biosyntézu tdchto latek u ovsa®, Arabidopsis thalia-
na*® a tabaku*’.

Proteiny spjaté s patogenitou (PR, z anglického
,pathogenesis-related*) jsou proteiny, které jsou indukova-
ny jako odpovéd na napadeni rostliny patogeny (viry, hou-
by, bakterie), aplikaci chemikalii nebo ptisobenim elicito-
rl, expozici ozonu, UV zéfeni a toxickym tézkym kovim.
V soucasnosti jsou rozdéleny do 17 podskupin, PR-1 az
PR-17, jedna se predevsim o glukanasy, chitinasy, nuklea-
sy a peroxidasy pfimo pisobici proti patogentim. U bram-
bor (Solanum tuberosum) bylo dosazeno indukce PR pro-
teind s B-1,3-glukanasovou aktivitou pisobenim 140 mM
AgNO; (cit.*®). Dale byla zkoumana exprese kukufiéné
chitinasy II z podskupiny PR-4 na arovni mRNA*. Bylo
zjisténo, ze exprese byla zvysena jak u kli¢nich rostlinek
kukufice vystavené puasobeni houbovych patogeni
(Fusarium, Penicillium, Trichoderma), tak u rostlinek
vystavenych 3 mM AgNO; (cit.**%).

3.4. Ovlivnéni pfijmu vody rostlinami

Prijem vody v cévnatych rostlinach je zprostfedkova-
van pfedev§sim diky akvaporiniim transmembranovym
proteiniim tvoficim vodni kanaly. Bylo zjisténo, Ze stiibro
ve form&€ AgNO; a sulfadiazinu stfibrného a zlato ve forme
HAuCly inhibuji tyto proteiny s ECsg 2,58 uM pro AgNO;,
1,47 uM pro sulfadiazin stfibrny a 10,8 pM pro HAuCl,
(cit.”"). Interakce s kovem mé za nasledek blokovani &
stazeni kanalu. Na rozdil od Hg*" iontti, doposud pouziva-
nych pro jejich studium, jsou stfibrné ionty mnohem méné
nespecifické a inhibuji i akvaporiny, které jsou k Hg™"
necitlivé. To ze stiibrnych iontl Cini potencialné velmi
dobry nastroj pro studium téchto proteini™>. S jejich
pomoci lze také ovlivnit ptijem vody u rostlin, coz ma
potencialni praktické uplatnéni®'.

3.5. Inhibice enzymu

Stfibrné ionty mohou pisobit jako inhibitory enzymo-
vé aktivity jak v eukaryotnich, tak i v prokaryotnich orga-
nismech. Jejich vysoka toxicita pro bakterie je pravdépo-
dobné zpiisobena inhibici membranovych enzymi spoje-
nych s udrzovanim osmotické rovnovahy a s oxidativni
fosforylaci. V ptipad¢ eukaryotnich organismi jsou tyto
procesy lokalizovany v jednotlivych kompartmentech
uvnitt bunky. Ovlivnéni funkce povrchovych proteint
spojenych se signalizaci a s pfijmem vody nema tedy na
eukaryotickou bunku fatalni efekt. Inhibice enzymové
aktivity stfibrnymi ionty byla objevena u 560 enzymi
(http://www.brenda-enzymes.info/index.php4) prevazné
bakterialniho pivodu. U enzymu rostlinného ptivodu byla
inhibice stfibrnymi ionty zjisténa u témét 70 enzymu, pie-
vazné hydrolas, oxidoreduktas a transferas. Stéibrné ionty
nejvice zasahuji do biosyntézy a odbourdvani di- a polysa-
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'
.
Ethylenova
odpoved’

Obr. 4. Ovlivnéni ethylenového receptoru ETRI1 stfibrnymi ionty; homodimer ETR1 obsahuje jedno vazebné misto pro Cu” ionty,
které hraji tilohu pfi vazbé ethylenu na receptor, coz ma za nasledek zménu konformace receptoru a tim ptenos signalu. a) ETR1 recepto-
ry s navazanymi Cu' , Au®* a Ag" ionty bez pritomnosti ethylenu, b) ETR1 receptory s navazanymi Cu’, Au’* a Ag" ionty v pFitomnosti
ethylenu. ETR1 receptory se viemi tiemi ionty jsou schopny vazby ethylenu, ale pouze vazba Cu” zpiisobi konformaéni zménu receptoru
nutnou pro transdukci signélu. Tonty Au® jsou schopny Cu" &aste¢n& nahradit, ale po vazbé Ag" nedochézi ke zmén& konformace recep-
toru. CTR1 (Constitutive Triple Response, slozka ethylenové signaliza¢ni drahy s proteinkinasovou aktivitou, negativni regulator signali-
zace ethylenem), MAPK, MAPKK, MAPKKK slozky MAPK (mitogeny aktivovand proteinkinasa) signalizacni kaskady, EIN2 (Ethylene
INsensitive, membranovy regulacni protein, slozka ethylenové signalizacni drahy, pozitivni regulator ethylenova signaliza¢ni drahy).

Upraveno podle®#+%

charidi (celulasa, chitinasa, lysozym, o- a P-amylasa,
chitosanasa, glukosidasa, galaktosidasa, manosidasa, fruk-
tofuranosidasa, atd.), ¢imz muze byt vysvétlen zpomalujici
efekt stfibrnych iontll na zrani plodi. Dale tak miize byt
ovlivnéna biosyntéza sekundarnich metabolitd®, napi.
taxoluss, berberinu56'57, nikotinu57, ﬂavonoidﬁsg, hemovych
slougenin® a putrescinu®’. Stiibro je také znamy inhibitor
ureasy, ¢ehoz bylo pouzito pro konstrukci biosenzoru téz-
kych kova®®'. Podrobngjsi shrnuti enzymi, u nichz byla
objevena inhibice stfibrnymi ionty, je uvedeno v Dodatku
(pouze v elektronické podobg).

3.6. Vliv sttibra na signalni drahy rostlin

3.6.1. Ag" ionty jsou schopny inhibovat piisobeni ethylenu
Ethylen je jeden z péti klasickych rostlinnych hormo-

ni rozs§ifenych v celé rostlinné tisi. Dle poslednich vysled-

ki je u Arabidopsis thaliana ptiblizn€ 7 % gent kontrolo-

564

vano ethylenem®. Ethylen ovliviiuje ve vysich rostlinach
mnoho procest, napf. klieni, opad listi a jinych rostlin-
nych ¢asti, senescenci, dozravani plodi, rust a odpovéd na
stresové podnéty®.

Jiz vroce 1976 bylo publikovano, ze Ag” ionty ve
formé AgNOs; aplikovaného na listy blokuji pisobeni ethy-
lenu. U etiolovanych rostlinek hrachu bylo dosazeno od-
vraceni tzv. ,triple response® (inhibice dlouzivého ristu,
druhotného tloustnuti hypokotylu, ztraty gravitropické
reakce), priCemz odvraceni abscise listd, kvétd a ploda
bylo pozorovano u etiolovanych rostlinek baviniku a blo-
kovani senescence u kvétl orchideje®. St¥ibrné ionty jsou
rutinn€ uzivany pro studium role ethylenu v rostlinném
organismu, a to jak u celistvych rostlin, tak i u explantato-

vych kultur®.
Inhibice plisobeni ethylenu stfibrnymi ionty je pouZi-
véna také pii regeneraci celistvjch  rostlin®"?

z explantatové kultury a dozravani embryi u smrka’". Pii
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pripravé transgennich rostlin je jeho ucinek vyuzivan pfi
omezeni rustu vlasatych kofend, tzv. ,,hairy roots* a zvySe-
ni efektivity transformace (Cekanka obecna (Cichorium
intybus)"*, Arabidopsis thaliana™, jablon (Malus x domes-
tica)’®). Inhibice piisobeni ethylenu st¥ibrnymi ionty mize
mit praktické uplatnéni napf. pfi zpomalovani dozravéni
ovoce a zeleniny’’®, p¥ipadn& pro prodlouzeni Zivotnosti
fezanych kvétin®.

Biochemické a mutacni studie identifikovaly mnoho
slozek signalizani drahy ethylenu a vedly k vytvofeni
modelu transdukce signalu®*'. Podle tohoto modelu je
odpovéd’ na stimulaci ethylenem u Arabidopsis thaliana
zprostfedkovana rodinou péti receptorit ETR1, ETR2, ER-
S1, ERS2 a EIN4. Jednd se o transmembranové proteiny
aktivni ve form& homodimeru, které obsahuji v N-koncové
doméné vazebné misto pro ethylen®*®. Tato vazebna do-
ména je pres spojovaci doménu piipojena ke kinazové
doméné. Tti z téchto receptortt (ETR1, ETR2, EIN4) obsa-
huji i ptijima¢ovou doménu na C-konci. Vazba ethylenu je
zprostfedkovana Cu” iontem®. Tvorba komplexu kovu
s ethylenem zptisobi konformacni zménu receptoru, ktera
ma za nasledek prenos signalu pfes membranu na dalsi
slozky signalizacni drahy.

Inhibice ETR1 receptord se pravdépodobné déje tak,
7e Cu” ionty jsou ve struktufe receptoru nahrazeny Ag"
ionty. Receptory s Ag" ve své struktufe jsou stale schopny
vazat ethylen, ale jiz nedochazi ke konformacni zmeéné
zpusobené vazbou ethylenu a k naslednému prenosu signa-
u***, viz obr. 4. Z praci®*® vyplyva, ze ethylenové recep-
tory mohou byt timto zptisobem inhibovany pouze stiibr-
nymi, rtutnymi, rtutnatymi a palladnatymi ionty. Au’*
ionty byly schopny nahradit Cu” ionty ve struktufe protei-
nu nejen v pripad¢ vazby ethylenu, ale i v pfenosu signalu
pfes membranu. Tento zajimavy poznatek je mozné zdu-
vodnit bud’ odlignou koordinaéni geometrii komplexu Au®*
a Ag’ ionti s ethylenem nebo jejich riiznou velikosti.

3.6.2. Vliv na biosyntézu ethylenu

Stfibro ovlivituje biosyntézu ethylenu u rostlin, napt.
rajcat, Cekanky obecné, Citrus aurantiaca, fedkve seté
(Raphanus sativus), na urovni enzymu zahrnutych v této
draze. Pravdépodobné se tak déje diky blokovani regulacni
vazby mezi hladinou ethylenu a jeho syntézou®®. Zabloko-
vani ethylenovych receptorti stftibrnymi ionty mize mit za
nasledek zvyseni jeho titru, coz mize inhibovat rané kroky
jeho syntézy. To mize mit za nasledek zpfistupnéni spo-
le¢ného prekurzoru ethylenu a polyamind, S-adenosyl
methioninu ~ (SAM), pro biosyntézy  polyamini
s naslednym zvySenim jejich biosyntézy, jak bylo pozoro-
véno v pracich™*’. Presny mechanismus tohoto d&je neni
doposud zcela prozkouman.

Polyaminy spermin, spermidin a putrescin u rostlin
ovliviiuji odpovéd’ na stres, rhizogenezi, vyvoj kvétu, rist
bun€k a somatickou embryogenezi, kli¢eni, dozravéani
semen, formovani nadzemni a podzemni ¢asti, ovliviuji
fyziologii kveteni, syntézu metaboliti a odpovéd’ na viro-
vou infekci. Dle autort Quartacci a spol.® maji polyaminy
a AgNO; synergistické U€inky, kde soucasné oSetfeni rost-

565

Referat

lin Ag" a putrescinem zvySovalo morfogenezi a zabraio-
valo vzniku ,hairy roots* u rostlin transformovanych
Agrobacterium rhizogenes.

3.6.3. AgNO; zvysuje hladinu kyseliny abscisové

Kyselina abscisova (ABA) je fytohormon regulujici
v rostlinach vyvojové a metabolické procesy abscise
a dormance. Dulezitou regulacni funkci ma kyselina absci-
sova i pti zvyseni své endogenni hladiny v rostlinach za
stresovych podminek. ABA je dulezitd pro vyvoj somatic-
kych embryi u jehli¢nant v in vitro explantatovych kultu-
rach. V pracich’™* bylo zjisténo, e oSetfeni kultury soma-
tickych embryi smrku sivého (Picea glauca) Ag" zvySova-
lo hladinu ABA v embryich a zvysilo jejich dozravani.
Tento efekt byl jesté zesilen, pokud byly kultury osSetfeny
Ag" v kombinaci s PEG (polyethylenglykol). P¥idavek Ag"
k zakladnimu médiu zvysil obsah ABA o 250 %. V piipadé
nejvhodnéjsi kombinace AgNO; a PEG (100 uM AgNO;
a40 g 1" ABA) byla produkce ABA zvysena o 400 % ve
srovnani se zékladnim médiem neobsahujicim ani Ag" ani
PEG. Stimula¢ni u¢inky mél i exogenni pridavek ABA, ale
efekt nebyl tak ziejmy. V piipadé popsaného efektu stiibr-
nych iontl na explantatové kultury smrku se pravdépodob-
né spojuje efekt Ag" jako inhibitoru plisobeni ethylenu,
jehoz pilisobeni zpomaluje dozravani embryi a plsobeni
Ag" jako stresového faktoru piimo ovliviiujiciho hladinu
ABA.

3.7. Ovlivnéni syntézy membranovych lipida

Expozice rostlin piisobeni tézkych kovli ma za nésle-
dek zménu zastoupeni membranovych lipida®*’'. Tento
efekt muze souviset s faktem, ze t€zké kovy indukuji pero-
xidaci lipidi, které ma za nasledek jejich degradaci nebo
inhibici jejich biosyntézy. Bylo zji§té€no, Ze stfibrné ionty
jiz ve velmi malych mnozstvich (5 nM) inhibuji aktivitu
plastidové lyso-PC acyltransferasy, ktera hraje vyznamnou
roli v procesu biosyntézy plastidovych membranovych
lipidt®*. Fosfatidylcholin, prekurzor membranovych lipidi
v plastidech, je u rostlin syntetizovan v endoplazmatickém
retikulu (ER). Biosyntéza plastidovych membranovych
lipidi je proto zavisla na jeho importu. Fosfatidylcholin je
nejdrive deacetylovan v membrané ER za vzniku lysofos-
fatidylcholinu, ktery muze prejit do membrany plastidu,
kde je nasledné acetylovan plastidovym enzymem lyso-
fosfatidylcholin acyltransferasou a poté pouzit pro biosyn-
tézu lipida’>*. Inhibice tohoto enzymu stfibrnymi ionty je
vratna pusobenim thiolovych redukénich ¢inidel DTT
(dithiotreitol) a merkaptoethanolu. EDTA (kyselina tetraa-
minoctova) ani imidazol aktivitu enzymu neobnovily. Na
zaklad¢ téchto vysledki lze odvodit, Ze inhibice enzymové
aktivity nastava interakci stfibrnych iontli predev§im
s cysteinovymi zbytky za vzniku merkaptidti. Kromé Ag"
byla inhibice plastidové lyso-PC acyltransferasy pozorova-
na i u Cu?*, Hg*" a Pb®" ionti, které také silng interaguji
s thiolovymi skupinami, zatimco cd*, co*, Li', Mg2+,
Mo?*, Ni**, Sn*" a Zn*" aktivitu enzymu neinhibovaly®?.
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4. Zavér

Vliv stiibrnych iontl na terestrické rostliny neni do-
posud zcela prozkouman. Stiibrné ionty pfedstavuji pro
rostliny vyznamny stresovy faktor. Jejich plisobeni spousti
v rostlindch obrannou reakci v podobé biosyntézy obran-
nych proteini (PR proteiny) a biosyntézu obrannych slou-
Cenin za ucelem jejich detoxikace. Jejich ptisobenim do-
chazi ke zvyseni biosyntézy nékterych alkaloidd, coz lze
také dat do souvislosti s obrannou reakci rostliny. Dalsi
efekt stfibrnych iontl je inhibice enzymd, predevsim téch,
které jsou zahrnuty v biosyntéze polysacharidd. Déale mo-
hou tyto ionty ovlivnit i transport vody a membrinovy
potencial. Dalsi jejich u¢inek je zasahovani do rostlinné
signalizace inhibici signalizace ethylenem a jeho biosynté-
zy. Expozice stiibrnym iontim pravdépodobné ovliviiuje
i hladinu ABA. I piesto, Ze se volni forma Ag” vyskytuje
v Zivotnim prostfedi vzacné, uéinky Ag” iontfl na rostlinny
organismus jsou pomérn¢ specifické, coz z nich ¢ini uzi-
tecny nastroj pro porozuméni procestim rostlinné fyziolo-
gie. Dalsi zkoumani jejich ucinku na rostliny mize byt
vyznamnym piinosem s moznym praktickym uplatnénim.

Tato prdce byla podporena grantem GA CR
526/07/0674.
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and Forestry, Brno): Phytotoxicity of Silver Ions

Silver in the form of Ag” is one of the most toxic
heavy metals. At present the effect of silver on processes
in plants is intensively investigated. The inhibition of ac-

568

Referat

tion of ethene at the receptor level influences the mem-
brane permeability and, therefore, intake of water and min-
erals. Inhibition of many plant enzymes and reactive oxy-
gen species by Ag” was found. On the other hand, plant
species are able to form and deposit silver nanoparticles in
their tissues. The effects of Ag' on plants are specific,
which makes them an important tool in study of plant
physiology and in possible practical applications.
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1. Inhibice rostlinnych enzymi stfibrnymi ionty

Stiibrné ionty mohou puisobit jako inhibitory enzymo-
vé aktivity jak v eukaryotnich, tak i v prokaryotnich orga-
nismech. Inhibice enzymové aktivity stéibrnymi ionty byla
objevena u 560 enzymil (http://www.brenda-enzymes.info/
index.php4) ptfevazné bakterialniho pivodu. U enzymi
rostlinného plivodu byla inhibice stiibrnymi ionty zjisténa
u témét 70 enzymi, pfevazné hydrolas, oxidoreduktas
a transferas, které jsou shrnuty v tab. I. Jak je z tabulky

Tabulka I

Dodatek

ziejmé, stiibrné ionty nejvice zasahuji do biosyntézy
a odbouravani di- a polysacharidii (celulasa, chitinasa,
lysozym, a- a B-amylasa, chitosanasa, glukosidasa, galak-
tosidasa, manosidasa, fruktofuranosidasa, atd.), ¢imz mtze
byt vysvétlen zpomalujici efekt stfibrnych iontdl na zrani
plodi. Déale ta mize byt ovlivnéna biosyntéza sekundar-
nich metabolitd’, napf. taxolu®>, berberinu®’, nikotinu’,
flavonoida®, hemovych sloutenin’ a putrescinu’. Stiibro je
také znamy inhibitor ureasy, ¢ehoz bylo pouzito pro kon-

strukci biosenzoru t&zkych kovi® .

Rostlinné enzymy, u nichz byla zjiiténa inhibice Ag", Ag”" a AgNO:;.

Upraveno podle http://www.brenda-enzymes.info/index.php4

Inhibitor EC Nazev Organismus
klasifikace
Ag’ 1.1.3.5 hexosaoxidasa Citrus sinensis'
1.5.1.2 pyrrolin-5-karboxylatreduktasa Cucurbita moschata", Cucurbita maxima

15,16
Tecoma stans ™

17
Tecoma stans

L. 5
Nicotiana tabacum

Allium porrum'®

Solanum tuberosum"’

. .90
Pisum sativum

21
Ipomoea batatas

Carica papaya™

Vicia faba™

sacharosa:sacharosa-fruktosyltransferasa Asparagus officinalis, Allium cepa, Helianthus

. 2 2
tuberosus, Agave americana®, Cynara scolymus™,

Allium cepa®

Cichorium intybus®, Allium cepa®

30
Secale cereale

C g .. 31
Actinidia deliciosa

Asparagus officinalis’*, Allium cepa®™

Marsilea drummondii®®

.. . 34
Lepidium sativum

L 35,36 37
Triticum aestivum’™ ", Hordeum vulgare
Lycopersicon esculentum™

Ipomoea batatas™, Oryza sativa™, Sinapis alba®',

Hordeum vulgare®, Hordeum vulgare®

Phaseolus vulgaris*™

46

1.13.11.28 2,3-dihydroxybenzoat 2,3-dioxygenasa

1.14.16.3  anthranilat 3-monooxygenasa

2.1.1.53 putrescin N-methyltransferasa

2.3.1.23 1-acylglycerofosfocholin
O-acyltransferasa

24.1.1 fosforylasa

2.4.1.13 sacharosasynthasa

2.4.1.25 4-a-glukanotransferasa

2.4.1.35 fenol B-glukosyltransferasa

2.4.1.67 galaktinol:rafinosa-galaktosyltransferasa  Cucurbita pepo™

2.4.1.82 galaktinol:sacharosa-
galaktosyltransferasa

2.4.1.99

2.4.1.100  2,1-fruktan:2,1-fruktan
1-fruktosyltransferasa

2.4.1.190 luteolin-7-O-glukuronid 2"-O-
glukuronosyltransferasa

2.4.1.207  xyloglukan:xyloglukosyl-transferasa

2.4.1.243  6G-fruktosyltransferasa

2512 thiaminpyridinylasa

2.8.2.24 desulfoglukosinolatsulfotransferasa

3.1.32 kysela fosfatasa

3.1.27.1 ribonukleasa T2

32.1.2 B-amylasa

3214 celulasa

32.1.14 chitinasa

. 45
Brassica oleracea™, Ananas comosus
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Pokracovani
Inhibitor  EC Nazev Organismus
klasifikace
Ag’ 3.2.1.20 a-glukosidasa Allium fistulosum®
3.2.1.21 B-glukosidasa Vanilla planifolia®, Glycine max®
3.2.1.22 a-galaktosidasa Vicia faba®, Arachis hypogaea™, Medicago sativa®"',
Cucurbita pepo®®, Prunus amygdalus®, Lupinus angustifolius™,
Saccharum officinarum™
3.2.1.23 B-galaktosidasa Raphanus sativus™
3.2.1.24 o-mannosidasa Medicago sativa®®, Prunus serotina®’, Helianthus annuus®
3.2.1.25 B-mannosidasa Cyamopsis tetragonoloba™
3.2.1.26 B-fruktofuranosidasa Cicer arietinum®, Lycopersicon esculentum®" N2 1975 5360,
Lilium longiflorum®, Avena sativa®, Bambusa edulis®*
3.2.1.31 B-glukuronidasa Secale cereale®, Scutellaria baicalensis®®
3.2.1.37 xylan-1,4-B-xylosidasa Saccharum officinarum®’, Cucumis sativus®®
3.2.1.52 B-N-acetylhexosaminidasa Triticum aestivum®, Glycine max’’, Trigonella
foenum-graecum”", Canavalia ensiformis’
3.2.1.55 a-N-arabinofuranosidasa Spinacia oleracea™
3.2.1.119  vicianin B-glukosidasa Davallia trichomanoides™
3.2.1.132 chitosanasa Ananas comosus*®
3.2.1.147 thioglukosidasa Raphanus sativus”
3.2.1.161 B-apiosyl-B-glukosidasa Cicer arietinum’®
3223 uridin-nukleosidasa Phaseolus aureus’’
34.11.5 prolyl-aminopeptidasa Triticum aestivum’™
3.4.22.6 chymopapain Carica papaya79
3.5.1.13 aryl-acylamidasa Glycine max™
3.5.5.1 nitrilasa Hordeum vulgare®'
42.19 dihydroxykyselina- Spinacia oleracea™
dehydratasa
Ag2+ 2.5.1.61 hydroxymethylbilansynthasa  Arabidopsis thaliana’
3.2.1.21 B-glukosidasa Manihot esculenta®
3.2.1.23 -galaktosidasa Marchantia polymorpha™, Vigna radiata®
3.2.1.22 a-galaktosidasa Oryza sativa™
AgNO; 1.1.1.14 L-iditol 2-dehydrogenasa Malus domestica®’
1.1.1.38 malatdehydrogenasa Mangifera indica®™
(oxalacetat-dekarboxylujici)
1.1.1.90 aryl-alkoholdehydrogenasa Secale cereale, Triticum turgidum, Secale montanum, Secale
sylvestre, Dasypyrum villosum, Triticum baeoticum, Elytrigia
repens
1.1.1.91 arylalkoholdehydrogenasa Secale cereale, Triticum turgidum, Secale montanum, Secale
(NADP") sylvestre, Dasypyrum villosum, Triticum baeoticum, Elytrigia
repens
1.1.1.200 aldosa-6-fosfat reduktasa Malus domestica®
(NADPH)
1.8.1.8 protein-disulfidreduktasa Pisum sativum’'
3.2.1.1 a-amylasa Tulipa gesneriana’
3.2.1.17 lysozym Triticum aestivum®
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Tabulka I
Pokracovani
Inhibitor  EC Nazev Organismus
klasifikace
AgNO; 3.2.1.21 B-glukosidasa Podophyllum peltatum®*
3.2.1.39 glukan-endo-1,3-B-D- Nicotiana tabacum®
glukosidasa
3.2.1.52 B-N-acetylhexosaminidasa Oryza sativa®®, Zea mays’’
4.1.2.10 mandelonitrillyasa Prunus lyonii*®
4.1.2.11 hydroxymandelonitrillyasa Ximenia americana’
4.2.1.65 3-kyanoalaninhydratasa Lupinus angustifolius'®
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