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Abstrakt

Predkladana disertani prace pojednava o fytoremediaci organochlorovanych
pesticidi s pfednostnim vyuzitim olSe lepkavé (Alnus glutinosa) a dalSich béznych
mokradnich druhl - rdkos obecny (Phragmites australis), sitina rozkladita (Juncus effusus),
orobinec Sirokolisty (Typha latifolia). Tato prace je koncipovana jako soubor &tyf studii, které
byly zaméfeny na sledovani ucinnosti odstranéni hexachlorocyklohexanu (HCH) z ristovych
substrati, zmény v pfijmu, akumulaci, distribuci a degradaci HCH prostfednictvim danych
rostlinnych druht za ménicich se podminek prostfedi. V ramci této prace také byly vyvinuty
a optimalizovany analytické metody, které umoznily analyzu rostlinnych hormonu, produktt

sekundarniho metabolismu rostlin a transformacnich metabolitt HCH v rostlinné biomase.

Zavéry jednotlivych fytoremediacnich studii jsou diskutovany v souvislosti s feSenou
problematikou a potvrzuji, Ze vybrané rostlinné druhy maji remedia¢ni potencial pro oblasti
kontaminované témito organochlorovanymi pesticidy, pfi¢emz sledovani rostlinnych
hormonu jako stresovych markerd nemusi byt vhodné z davodu jejich snadné ovlivnitelnosti.
Z experimentalnich vysledk( dale vyplyva, ze ucinnost remediace se odviji jak od vlastnosti
samotnych rostlin (geneticka predispozice, stafi, mechanické sefiznuti), tak je dana i

charakterem kontaminace (koncentrace chemické latky &i jeji izomerie).

Ziskana data a vystupy jsou specifické pro HCH, nelze je generalizovat a jsou
nepfenositelné na jiny typ chemické latky. Tato disertacni prace muze slouzit jako zdroj
informaci a inspirace pfi vyzkumu fytoremedia¢nich technik s aplikaci pro jiné typy polutantt

¢i s vyuzitim rozdilnych rostlinnych druhu.

Kli€ova slova: remediace, hexachlorocyklohexan, ol$e lepkava, fytohormony, LC/HRMS



Abstract

The present dissertation concerns the phytoremediation of organochlorine pesticides,
with the preferential use of black alder (Alnus glutinosa) and later other common wetland
species - Phragmites australis, Juncus effusus, Typha latifolia. This dissertation is designed
as a set of four studies that aimed to monitor the removal efficiency of hexachlorocyclohexane
(HCH) from growth substrates, changes in uptake, accumulation, distribution and
degradation of HCH by the plant species under changing environmental conditions. In this
work, analytical methods were also developed and optimized to enable the analysis of plant
hormones, plant secondary metabolism products and HCH transformation metabolites in

plant biomass.

The conclusions of the individual phytoremediation studies are discussed in the
context of the problem at hand and confirm that selected plant species have remediation
potential for areas contaminated with these organochlorine pesticides, while monitoring of
plant hormones as stress markers may not be appropriate because of their easy
influenceability. Experimental results further suggest that the effectiveness of remediation
depends on the characteristics of the plants themselves (genetic predisposition, age,
mechanical pruning) as well as being determined by the characteristics of the contaminant

(chemical concentration or isomerism).

The data and outputs obtained are specific to HCH, cannot be generalized and are
not transferable to other types of chemical. However, this dissertation can provide a source
of information, methods and inspiration for research on phytoremediation techniques with

application to other types of polutants or using different plant species.

Key words: remediation, hexachlorocyclohexane, black alder, phytohormones, LC/HRMS
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1. Uvod

S rozvojem lidské aktivity v oblasti pramyslu, zemédélstvi i zdravotnictvi, souvisi
zvySena produkce, zpracovani, aplikace a skladovani chemickych latek, jejichz rezidua
mohou byt nasledné uvolfiovana do zivotniho prostfedi a zplUsobovat kontaminaci
povrchovych i podzemnich vod ¢i pld. Toto zneciSténi pfedstavuje potencialni riziko pro
exponované organismy - at' uz z pohledu akutni ¢i chronické toxicity. Pro sanaci znecisténych
oblasti Ize vyuzit fadu metod, pfi€emz v souCasné dobé& se do popfedi dostavaji

fytoremediacni technologie, které predstavuji cenové vyhodnéjSi a environmentalné

Pfedmétem této disertacni prace je hodnoceni potencialu vybranych rostlinnych
druhu pro fytoremediacni aplikace ve vztahu k organochlorovanym pesticidim. Konkrétné se
jedna o hexachlorocyklohexany (HCH), pfedevsim y-HCH (lindan), ktery byl produkovan a
pouzivan béhem druhé poloviny minulého stoleti. Pozlstatky téchto Cinnosti jsou dodnes
dohledatelné (Vijgen et al. 2022) a predstavuji riziko vzhledem k prokdzanym negativnim
zdravotnim uc¢inkim (IARC 2015b). Odstranénim téchto POP se zabyva fada praci
zaméfenych na chemické (Wactawek et al. 2016; 2019) i biologické metody (Boyle et al.
1999). Alternativou k t¢émto metodam jsou fytoremediaCnich technologie. Bylo prokazano, Ze
fada rostlinnych druhu je schopna akumulovat a degradovat tyto sloueniny (Becerra-Castro
et al. 2013; Balazs et al. 2018). V ramci této prace byla pozornost zaméfena na olSi lepkavou
(Alnus glutinosa) a nasledné na dalSi bézné vyuzivané mokfadni druhy rostlin (sitina

rozkladita, orobinec Sirokolisty a rakos obecny).

Cilem této diserta¢ni prace je vyvoj a optimalizace analytickych instrumentélnich
metod pro stanoveni vybranych slou€enin rostlinného metabolismu, které mohou byt vyuzity
jako markery pro hodnoceni fytoremedia¢ni ucinnosti a pro predikci adaptace rostlin na
stresové podminky a souCasné pro pozorovani zmén v pfijmu, akumulaci, distribuci a
degradaci HCH v rliznym experimentalnich podminkach. Dil¢i vysledky disertacni prace byly
pribézné publikovany a prezentovany na narodnich i mezinarodnich konferencich. Seznam

publikaCnich vystupl je nasledné uveden v pfiloze této prace.
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2. Teoreticka cast

Teoreticka Cast predkladané disertani prace je zaméfena na shrnuti sou€asnych
poznatkll v ramci studované problematiky. Jsou zde uvedeny kapitoly zaméfené na
pfedstaveni vybranych fytochemickych latek, konkrétné se jedn& o rostlinné hormony a
vybrané produkty sekundarniho metabolismu rostlin, které mohou slouzit jako mozné
ukazatele pro hodnoceni remediacni u€innosti u vybranych rostlinnych druhd. Soucasné je
mozné tyto ukazetele vyuzit k predikci mozné adaptace rostlin na stresové podminky
zpusobené pritomnosti organochlorovanych pesticidli, coz mlze nalézt uplatnéni pfi
sledovani dlouhodobé udrzitelnosti a rentability remediacniho systému. Nasledujici kapitola
je vénovana popisu analytickych metod pouzivanych pro kvalitativni i kvantitativni stanoveni
fytochemickych latek. Tato kapitola také obsahuje popis zakladnich principt necilové analyzy
vyuzité pro pozorovani zmén metabolomu rostlin po expozici organochlorovanymi pesticidy
a sledovani transformacnich zmén téchto pesticidd. Vzhledem k zaméfeni této disertaéni
prace na vztah mezi organochlorovanymi pesticidy a remedia¢nimi technologiemi zde
nechybi kapitoly vénujici se zakladnim principim a rozdéleni remediacnich technologii a

predstaveni cilového pesticidu - hexachlorocyklohexanu (HCH).

2.1 Fytochemické latky

Fytochemické latky predstavuji slouc€eniny rostlinného plvodu pochazejici
z primarniho i sekundarniho metabolismu rostlin (Rabizadeh et al. 2022). Definice primarniho
a sekundarniho metabolismu rostlin neni zcela jasna vzhledem k Gzkému propojeni téchto
biologickych procest. Obecné se jako primarni metabolismus oznacuji déje podilejici se na
fizeni zakladnich Zzivotnich procesu rostlin (germinace, rast a diferenciace rostlin ¢i
fotosyntéza) (Baharudin a Osman 2023). Tyto déje jsou nezbytné pro existenci rostliny a
z velké €asti jsou univerzalni pro celou rostlinnou Fisi. Oproti primarnimu metabolismu jsou
produkty sekundarniho metabolismu strukturné komplexni slou€eniny (fenolické slou€eniny,
terpenoidy/izoprenoidy a slou€eniny obsahujici dusik nebo siru, kam se fadi alkaloidy Ci
glukosinolaty), které se podileji na ochrané rostlin pfed nepfiznivymi vlivy prostfedi. Mohou
chranit rostlinu pfed patogeny, UV zafenim, pfipadné mohou slouZit jako atraktanty pro

opylovace (Aharoni a Galili 2011).
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Zastoupeni téchto produktit muze byt specifické pro dany rostlinny druh, fazi
ontogeneze a typ tkané (Neilson et al. 2013). V prvé fadé této prace je pozornost zamérena

na rostlinné hormony fadici se svou povahou mezi metabolity primarniho metabolismu.

2.1.1 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony, také zndmé jako fytohormony, jsou organické nizkomolekularni
slouceniny, které maiji ulohu signalnich mediatorl. Tyto slou€eniny se podileji na regulaci
zakladnich fyziologickych déju jako je germinace, riist a diferenciace rostlin ¢i fotosyntéza.
Zaroven se také podileji na zprostfedkovani reakce zpuUsobené stresovymi podnéty.
Fytohormony jsou uc¢inné pfi velice nizkych koncentracich (102 az 10 M) a jejich Gcinek je
pleiotropni. Hormonalni koncentrace je regulovana na drovni syntézy, transportu, dale
reverzibilni inaktivaci v misté pusobeni nebo degradaci. Vysledny efekt v misté plasobeni je

podminén pritomnosti, po¢tem a afinitou specifickych receptort a stavem buriky.

Mezi zakladni skupiny rostlinnych hormonu se fadi auxiny, cytokiny, gibereliny,
kyselina abscisova, etylén, jasmonaty, kyselina salicylova a brassinosteroidy (Prochazka et
al. 1998; Setlik et al. 2004; Pavlova 2006; Davies 2010; Yamaguchi et al. 2010). Zakladni
struktury hlavnich zastupct hormonalnich skupin Ize nalézt na Obrazku 1. Soucasti této
disertaéni prace byl vyvoj, optimalizace a validace analytické metody pro stanoveni
nésledujicich fytohormonu: kyseliny indol-3-octové (IAA) a kyseliny indol-3-butyrové (IBA)
jako hlavnich zastupcu auxint a kyseliny giberelové (GIB) jako hlavni zastupce giberelinu.
Nasledné byly zvoleny kyseliny jasmonova (JA), salicylova (SA) a abscisova (ABA), které se

podileji na regulaci fyziologickych funkci i stresovych reakci.

Hlavnim predstavitelem auxin je IAA. Strukturné se jedna o heteroaromatickou
organickou kyselinu tvofenou indolovym kruhem, majici slaby pozitivni ndboj, a postrannim
fetézcem tvofenym kyselinou octovou. Diky karboxylové skupiné postranniho Fetézce,
vykazuje slou€enina silny negativni naboj pfi neutralnim pH (Yamaguchi et al. 2010).
Strukturnim i funkénim analogem k IAA je IBA, ktera se liSi pfitomnosti dvou methylovych
skupin na postrannim fetézci (Woodward a Bartel 2005). IAA je vSak povazovana za hlavni
ristovy mediator s nejvice v literatufe dostupnymi informacemi tykajici se jeho syntézy,
metabolismu, funkce i degradace. Syntéza IAA probihd v semenech, dale v mladych,

vyvijejicich se listech a kvétnich organech (Prochazka et al. 1998). Intenzivni syntéza
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probiha ve vrcholu koleoptile, coz je cylindricka struktura chranici vrchol vyhonku pfi
prichodu pldou (Prochazka et al. 1998; Srivastava 2002). Z této struktury je nasledné IAA
transportovan bazipetalné (tedy od vrcholu k bazi) (Prochazka et al. 1998). K syntéze 1AA
de-novo muze rostlina vyuzit dvé metabolické drahy - drahu zavislou nebo drahu nezavislou
na tryptofanu. S ohledem na stadium vyvoje a na podminky prostfedi, rostlina mize ménit
vyuziti drah (Ribnicky et al. 2002; Yamaguchi et al. 2010; Kochhar a Gujral 2020). Cesta
nezavisla na tryptofanu je preferovana v pozdéjSich stadiich embryogeneze, kdy kontrola
nad nizkymi hladinami IAA muze byt kli€ova pfi vyvoiji rostliny (Yamaguchi et al. 2010). Tato
metabolicka draha vychéazi z indolu nebo indol-3-glycerol fosfatu (Woodward a Bartel 2005).
Dréha zavisla na tryptofanu je preferovana, pokud jsou vyzadovany vyssi koncentrace 1AA
(napf. pfi poranéni rostliny) (Yamaguchi et al. 2010). Vychozim bodem této drahy je
L-tryptofan. Ztéto aminokyseliny muze syntéza |IAA probihat nékolika cestami.
Indolpyruvatova cesta je nejbéznéjsi cesta syntézy IAA u vySSich rostlin. Dale se jedna o
trypaminovou cestu, indolylacetaldoximovou cestu a indolylacetamidovou cestu syntézy IAA.
Posledni zmifiovanou metabolickou cestou disponuji mimo rostliny i nékteré prokaryotické
buriky (Pseudomonas spp. a Agrobacterium tumefaciens) (Prochazka et al. 1998; Srivastava
2002; Woodward a Bartel 2005; Koga 1995). Volny IAA pFedstavuje aktivni formu auxinu
(Zhang a Peer 2017), ktery je zodpovédny za regulaci fady tropizm0 (fototropizmus a
gravitropizmus), apikalni dominanci, stimulaci dlouzivého riistu a déleni bunék, podporu
tvorby postrannich a adventivnich kofent a u€astni se regulace buné&ného cyklu (Prochazka
et al. 1998; Setlik et al. 2004). Degradace IAA je proveditelnd dvéma ireverzibilnimi
oxidacnimi reakcemi: dekarboxyla¢ni a nedekarboxyla¢ni (Prochazka et al. 1998; Srivastava
2002). Mimo vySe uvedené zpuUsoby je IAA snadno degradovatelna v kyselinach nebo

pomoci ultrafialového a ionizaéniho zafeni (Kochhar a Gujral 2020).

Dal$i vyznamnou skupinou jsou cytokininy. Do skupiny cytokinini se fadi zeatin,
nejpéznéjSi a také prvni identifikovany cytokinin v rostlinach, dale dihydrozeatin,
isopentenyladenin nebo benzyladenin (Nogué et al. 2003; Le Bris 2017). Pfirozené se
vyskytujici cytokininy jsou derivaty adeninu s postrannim fetézcem na pozici N6. Dle typu
substituentu jsou rozliSovany dvé skupiny - izoprenoidni (zeatin, dihydrozeatin) a aromatické
cytokininy (benzyladenin). Vice €astou formou jsou isoprenoidni cytokininy. Tyto slou€eniny
maji jako substituent isopentenyl, pfipadné jeho hydroxylovanou formu. V pfipadé
aromatickych cytokinin(l je v poloze N6 pfitomna benzylova skupina. Vyskyt téchto slou¢enin
v rostlinné tkani je méné Casty, pfesto jsou tyto latky pouzivané diky jejich vysoké stabilité
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(nejsou Stépeny cytokinin oxidazou) v tkanovych kulturach (Srivastava 2002; Schmilling
2013). Biosyntéza cytokininli probiha v nejvy$si mife v apikalnim meristému kofene odkud
jsou transportovany prostfednictvim xylému spoleéné s molekulami vody a mineralnimi
latkami. Dale k syntéze dochazi v mistech intenzivniho déleni bunék (vyhonky, vyvijejici se
semena a plody) (Srivastava 2002; Kochhar a Gujral 2020). Funkce cytokinin( spodivaji ve
stimulaci bunécéné proliferace, odlozeni senescence, zpomaleni degradace chlorofylu a
podpore v diferenciaci chloroplasti. Dale potladuji apikalni dominaci a tvorbu postrannich
kofenll, ¢imz funguji jako antagonisté auxin(. Cytokininy mohou byt produkovany i
patogennimi bakteriemi nebo houbami. Pfikladem je A. tumafaciens, ktera integraci Casti své
DNA do genomu rostlinné burky zpUsobi nadprodukci cytokinind a nadorovou proliferaci
bunék. Cytokininy produkuji i dusik vazajici symbionti rodu Rhizobium (Srivastava 2002;
Schmiilling 2013; Kochhar a Gujral 2020).

Gibereliny (GAs) pfedstavuji poetnou skupinu rostlinnych hormonu, které byly prvné
identifikované jako produkt houby Gibberella fujikuroi zpUsobujici nadmérny dlouzivy rist
stonkl plodin (Paviova 2006; Kochhar a Gujral 2020). Tato skupina zahrnuje pfiblizné 135
slou€enin, pfiCemz biologicky aktivni je pouze ¢ast. Zbylé slou€eniny jsou bud' neaktivnimi
konjugaty nebo intermediaty v syntéze. NejdulezitéjSimi zastupci jsou GA1 (giberelin), GA3
(kyselina giberelova), GA4, GA7 (Srivastava 2002; Pavlova 2006; Yamaguchi et al. 2010;
Daviére a Achard 2013). Strukturné se jedna o diterpenoidy, jejichz zakladni strukturni
jednotkou je ent-giberelan. Na zakladé poctu uhlikd jsou gibereliny rozdéleny do dvou skupin:
C-20 a C-19 gibereliny. Biologicky ucinnéjsi jsou gibereliny skupiny C-19, které maji
laktonovy kruh. Jednotlivé gibereliny se li§i poétem a polohou hydroxylovych nebo
karboxylovych skupin. Jedna se o slabé kyseliny s pKa ~ 4,8. V neutralnim prostfedi jsou
tedy v disociované formé&. Polarita jednotlivych GAs je ovlivnéna strukturou, pocétem a
polohou funkénich skupin a po¢tem a povahou substituentt (Srivastava 2002). Syntéza GAs
probihad v mistech vysoké intenzity proliferace bunék s naslednym transportem
prostfednictvim floému do dalSich ¢asti rostlin. Mimo zpétné inhibice je syntéza regulovana i
vnéjSimi podminkami jako je teplota prostfedi i svétlo (Srivastava 2002). Biologicky aktivni
formou jsou volné gibereliny. Konjugaci giberelind s cukry (pfedevSim s glukézou) vznikaji
C-6 neaktivni konjugaty. Tyto konjugaty jsou vice polarni a predpoklada se, ze umoziuji
skladovani GAs ve vakuolach a jejich transport floémem na dlouhou vzdalenost. Jsou zde

ovSem poznatky, které naznacuiji, Ze transportovany mohou byt i volné GAs.
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Ireverzibilni deaktivace je zalozena na 2[-hydroxylaci (Srivastava 2002; Yamaguchi et al.
2010; Kochhar a Gujral 2020). Zakladni funkci téchto fytohormon je stimulace dlouzivého
ristu nadzemnich &asti rostlin. Dale se Ucastni germinace semen a prekonani dormance,
kdy pfitomnost giberelind zvySuje de novo syntézu enzymul (a-amylaza, proteinazy)
zodpovédnych za hydrolyzu zasobnich latek a tedy uvolnéni energie a stavebnich prvka pro
potieby klicku. Uginky GAs jsou v tomto sméru antagonistické k ptisobeni ABA, ktera naopak
de novo syntézu a-amylazy potlacuje (Prochazka et al. 1998; Srivastava 2002; Daviére a
Achard 2013).

Kyselina abscisova (ABA) je hormonem kontrolujici zrani semen a dormanci, rast
kofenl a starnuti list(. Zaroven je také jednim z hlavnich stresovych hormon0 uplathujici se
v adaptaci rostlin na nepfiznivé environmentalni podminky, jako je nedostateéna vihkost,
nizka teplota &i vysoka salinita pldy (Spartz a Gray 2008). Strukturné se ABA fadi mezi
seskviterpeny. Diky pfitomnost asymetrického uhliku (C-1), ktery vytvafi chiralni centrum, se
ABA muze vyskytovat ve formeé (S) &i (R) (Srivastava 2002; Finkelstein 2013). V rostlinach
se vyskytuje pouze S-(+) enantiomer (Srivastava 2002). ABA je syntetizovana ve Spickach
kofend, mladych listech, pupenech, hlizach a semenech. K transportu do zbylych €asti rostlin
je vyuzivano floému i xylému (Prochazka et al. 1998; Kochhar a Gujral 2020). Fyziologické
ucinky tohoto hormonu zahrnuiji inhibici prodluzovaciho ristu, regulaci dormance pupent a
germinace semen, kdy zabrarnuje pfed¢asnému kli¢eni semen pfed oddélenim od matefské
rostliny. Ke stimulaci kli¢eni nasledné dochazi po poklesu ABA koncentrace pod hranicni
hodnotu. Délka dormance je dana pomérem koncentrace ABA/giberelind. ABA je také
zodpovédna za regulaci vodniho rezimu a predstavuje jeden z kli€¢ovych stresovych hormon(
(Prochazka et al. 1998; Srivastava 2002; Setlik et al. 2004). Deaktivace kyseliny abscisové
probiha prostfednictvim oxidaéni degradace na kyselinu fazeovou a dihydrofazovou
(Srivastava 2002).

Jasmonaty predstavuji skupinu odvozenou z metabolismu mastnych kyselin a
zarhnuji pfedevSim kyselinu jasmonovou (JA), jeji metylester (MeJA) a isoleucinové
konjugaty (Ruan et al. 2019). Tyto slou€eniny se nejen podileji na regulaci rustu a vyvoje
rostlin, ale jsou i zafazovany do skupiny stresovych hormonl zodpovédnych za adaptaci
rostlin na abiotické Ci biotické stresové podnéty (Wasternack a Hause 2013). Hlavnim
pfedstavitelem je JA. Jeji molekula se sklada z cyklopentanového kruhu s postrannimi

fetézci (Miersch et al. 1999; Srivastava 2002; Tamogami et al. 2011).
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Syntéza JA vychazi z a-linolenové nebo oktadekatrienové kyseliny. Tyto kyseliny se
mohou vyskytovat volné, pfipadné mohou byt uvolnéné z membranovych glycerolipidd
plastidii pomoci fosfolipaz (Srivastava 2002; Kombrink 2012; Wasternack a Hause 2013).
Hlavni ucinky tohoto fytohormonu spocivaji v inhibici germinace semen, rlstu kofenu a
starnuti listd. Vyznamnou roli plni JA jako mediator pfi stresovych reakci na chlad,
nedostate¢nou vlhkost, vysokou salinitu prostfedi a pfitomnost tézkych kovu (Wasternack a
Hause 2013; Wang et al. 2020a). DalSim vyznamnym déjem je regulace produkce
sekundarnich metabolitd (Blechert et al. 1995), volatilnich organickych latek (Boland et al.

1995) zapojenych do rostlinnych obrannych reakci (Tamogami et al. 2011).

Poslednim sledovanym rostlinnym hormonem je kyselina salicylova (SA), ktera je
hlavnim pfedstavitelem skupiny souhrnné nazyvané jako salicylaty (Maruri-Lopez et al.
2019). SA je fazena mezi fenolické slouceniny tvofené aromatickym kruhem s jednou Ci
vicero hydroxylovymi skupinami. Strukturné se jedna o 2-hydrobenzoovou Kkyselinu
(Dempsey a Klessig 2017). Prestoze byla SA dlouho povazovana za nevyznamnou
sloueninu sekundarniho metabolismu, dnes je pokladana za signalni molekulu
zodpovédnou za regulaci fyziologickych funkci. Dale hraje zasadni roli v aktivaci a regulaci
odpovédi na biotické a abiotické stresy. Uplatfiuje se zejména béhem interakci rostliny s
mikroorganismy jako soucast obranného mechanismu (Maruri-Lopez et al. 2019). Syntéza
probiha dvéma cestami - izochorismatovou cestou (IC) a cestou fenylalanin amonium lyazy
(PAL). Spole€né obéma cestam je, Ze vychazeji z chorizmatu a dosud nebyly pIné
definovany (Dempsey et al. 2011). Vyznam téchto drah se li§i v zavislosti na rostlinném druhu
- u huseniCku pfeviada IC cesta, zatimco u ryZe cesta PAL (Dempsey a Klessig 2017;
Lefevere et al. 2020). Syntetizovana SA podléha modifikacim (napf. glykosylace), které ve
vétSiné pripadd vedou k biologické inaktivaci. Glykosylovana forma predstavuje zasobni
formu skladovanou ve vakuolach (Lefevere et al. 2020). Uginek vyvolany SA je riiznorody -
ovlivnéni kli¢eni i kveteni, iniciaéni prvek termogeneze a hlavni mediator reakce pfi napadeni
patogeny (Kochhar a Gujral 2020). Rozhodujici roli hraje v pfipadé systémové ziskané
rezistence, coz je signalni mechanismus poskytujici dlouhodobou odolnost vi&i sekundarnim

infekcim v celé rostliné (Gao et al. 2015).
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Obrazek 1: Zakladni struktury hlavnich zastupcu rostlinnych hormond

2.1.2 Produkty sekundarniho metabolismu

Produkty sekundarniho metabolismu rostlin jsou strukturné velice rozmanité
slouceniny, které nemaiji pfimy vliv na zakladni zivotni funkce rostlin, ale poskytuji vyhodu
v pfipadé reakce na bioticky &i abioticky stres (Katam et al. 2022; Wink 2011). Vzhledem
k pfisedlému zplsobu Zivota rostlin je produkce téchto latek mechanismem, ktery rostlinam
umozni reagovat na ménici se podminky prostfedi a pfizplsobit se jim (Carrington et al.
2018). V soucasnosti jsou popsany desitky tisic rostlinnych sekundarnich metabolitl - je
znamo asi 21 000 alkaloid(i, 22 000 terpenoidnich latek a 5 000 flavonoidd, pficemz tato Cisla
nemusi byt kone€na. Tato chemicka rozmanitost koreluje s pfitomnosti gent kddujicich
enzymy ucinkujici v sekundarnim metabolismu a kvalitativni i kvantitativni profil produktd
sekundarniho metabolismu je odliSny jak mezi jedinci daného druhu, tak mezi pfislusniky
odliSnych druh( (Kroymann 2011). Jak jiz bylo feeno dfive, produkty sekundarniho
metabolismu Ize rozdélit do tfi zakladnich skupin - fenolické slouceniny,
terpenoidy/izoprenoidy a slou¢eniny obsahujici dusik nebo siru. Prekurzory pro tvorbu téchto
produktu €asto pochazeji z primarniho metabolismu. Zdrojem téchto prekurzort je pfedevsim

citratovy cyklus, glykolyza ¢&i Sikimatova draha (Wink 2011).
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2.1.2.1 Fenolické slouceniny

Fenolické slouCeniny, také oznacovany jako polyfenoly, jsou slouceniny tvofené
aromatickym kruhem nesoucim nejméné jednu hydroxylovou skupinu (Saini et al. 2024). Tyto
slou¢eniny maiji fadu pozitivnich vlastnosti na organismus - maji antioxidacni uc€inky a to
prostfednictvim inaktivace reaktivnich forem kysliku, indukuji aktivitu ochrannych enzyma,

inhibuji peroxidaci lipidt a oxidaci DNA (Chiorcea-Paquim et al. 2020).

Fenolické slouceniny Ize rozdélit do riznych skupin podle po&tu fenolovych kruhl a
dle strukturnich prvku, které tyto kruhy vazou. Mezi hlavni tfidy patfi fenolické kyseliny,
flavonoidy, stilbeny a lignany. Fenolické kyseliny zahrnuji derivaty kyseliny benzoové a
derivaty kyseliny skoficové. Pficemz hydroxy derivaty kyseliny skoficové jsou vice bézné a

mezi hlavni zastupce této skupiny patfi kyselina p-kumarova, kavova, ferulova a sinapova.

Dalsi skupinou polyfenoli jsou flavonoidy, které predstavuji rozsahlou skupinu
chemickych sloucenin, ktera je odbornou komunitou nejintenzivnéji studovana. Zakladni
strukturni jednotka je tvofena dvéma aromatickymi kruhy spojenymi tfemi atomy uhliky, které
tvori kyslikaty heterocyklus. Na zakladé rozdilt zpisobeny poétem a polohou hydroxylovych
skupiny, alkylaci &i glykosylaci jsou rozliSovany nasledujici podskupiny: flavonoly, flavony,
flavanony, flavanoly, antokyany a isoflavony. Mezi pfedstavitele flavonoidi se fadi napf.

kvercetin, myricetin a katechiny.

Stilbeny i lignany jsou slou€eniny, které se fadi mezi fytoalexiny, tedy slou¢eniny
vyskytujici se v rostlinném organismu v pfipadé napadeni patogenem (Saini et al. 2024;
Pandey a Rizvi 2009).

2.1.2.2 Terpenoidy a izoprenoidy

Zakladni strukturni jednotkou téchto latek jsou pétiuhlikaté izoprenové jednotky, které
mohou polymerizovat. Na zakladé poctu téchto jednotek jsou nasledné rozliSovany jednotlivé
tfidy - hemiterpeny (pocet jednotek - 1), monoterpeny (poCet jednotek - 2), seskviterpeny
(pocet jednotek - 3) aj.. Tyto slou€eniny plni funkci éterickych olejd nebo insekticidi (Teoh
2015).
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2.1.2.3 Dusikaté latky a slouceniny s obsahem siry

NejvyznamnéjSimi zastupci z této skupiny jsou alkaloidy. Alkaloidy jsou slouceniny,
které ve své struktufe obsahuji dusikaty heterocykl davajici molekulam bazickou povahu.
Prekurzorem téchto latek jsou aminokyseliny. Rada t&chto produktd sekundarniho
metabolismu disponuji biologickou aktivitou, a tudiz jsou pfedmétem zajmu
farmakologického vyzkumu. Mezi zastupce této skupiny patfi nikotin, strychnin &i morfin
(Kotkar et al. 2023; El Sayed 2000; Teoh 2015).

2.2 Analytickeé stanoveni fytochemickych latek

2.2.1 Stanoveni hormonu LC/HRMS cilenou analyzou

V pfipadé cilové analyzy hormonl jsou pouzivané komeréné dostupné standardy,
které jsou pouzity pro optimalizaci separacnich i detekénich podminek. Pro kvalitativni i
kvantitativni hodnoceni fytohormonu se pouzivaji separacni metody, jako je kapalinova (LC)
nebo plynova chromatografie (GC), pfipadné elektromigraéni metody s naslednou detekci

pomoci hmotnostni spektrometrie (MS).

LC/HRMS metoda je v sou€asné dobé nejrozSifenéjSi a nejrobustnéjsi metoda pro
simultanni analyzu rostlinnych hormond. Prekazkami asociovanymi se stanovenim
fytohormonu jsou jejich velice nizké koncentrace, nestabilita, rizné modifikace a vyskyt
interferujicich latek, které mohou ovliviiovat spravné a pfesné stanoveni, stejné jako citlivost
metody (Dobrev et al. 2005; Simura et al. 2018). V prvnim kroku analyzy je podstatna
extrakce rostlinného materialu do pfislusného rozpoustédla. Pro tuto extrakci se pouzivaji
rizné smeési vody s organickymi rozpoustédly. V fadé pripadu je nutné nalézt optimalni
pomeér rozpoustédel vzhledem k polarité cilovych latek a koextrakci latek balastnich (Du et
al. 2012; Simura et al. 2018). Vy$8i procento organického rozpous$tédla zaruéi dokonalou
extrakci cilovych latek ovSem sou€asné dojde ke zvySeni obsahu latek nezadoucich jako je
napfiklad chlorofyl. Kromé& obsahu organické slozky je Zadouci také zvazit pH extrakéniho

roztoku vzhledem k mozné sensitivité rostlinnych hormont (Simura et al. 2018).
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| pfes optimalizaci extrakéniho roztoku, dochazi ke koextrakci balastnich latek, které by v
LC/HRMS analyze zpusobily vyrazné matriéni efekty a mohly by zhorsit separacéni u¢innost

chromatografie (Du et al. 2012).

Pro zakoncentrovani pozadovanych fytohormonl( a odstranéni latek zpUsobujici
interference je vyuzivano riznych metod Upravy vzorkd - extrakce z kapaliny do kapaliny
(LLE) (Schmelz et al. 2003), extrakce na tuhou fazi (SPE) (Xin et al. 2020; Du et al. 2012;
Rol¢ik et al. 2005) a dalSi modifikace téchto konvencnich metod - mikroextrakce na tuhou
fazi (SPME) (Liu et al. 2007), disperzni extrakce z kapaliny do kapaliny (DLLEM) (Gupta et
al. 2011). NejrozsifenéjSi metodou v hormonalni analyze je SPE vyuzivajici komeréné
dodavané kolonky s C18 modifikovanym silikagelem, pfipadné polymerni sorbenty
modifikované funkénimi skupinami, které se uC€astni iontové-vyménného procesu.

Vzhledem k jiz dfive zmifiované pH sensitivité nékterych rostlinnych hormont je
upfednostnéno pouzivani sorbentu s C18. Nevyhodou SPE procesu je, ze ¢asto obsahuje
fadu evaporacnich kroku, které cely protokol ¢asové prodlouzi a sou¢asné evaporace
nemusi byt Zzadouci pfedevSim v analyze volatilnich &i semi-volatilnich hormon( (Du et al.
2012; Simura et al. 2018). Z vy$e uvedenych Gdaji vyplyva, Ze vybér optimalni metody pro
upravu vzorkl je ovlivnén cilovou skupinou latek, matrici a v neposledni fadé také
planovanou analytickou metodou. V ramci experimentalni ¢asti této disertacni prace byla
optimalizovana a validovana LC/HRMS metoda v kombinaci s SPE metodou pfipravy vzorki

pro stanoveni vybranych rostlinnych hormonu v rostlinném materialu.

2.2.2 Necilova analyza pro sledovani produktt sekundarniho

metabolismu

Necilova analyza pfedstavuje analyticky princip, jehoz ukolem je nalézt a pfipadné
identifikovat veSkeré slou€eniny, které jsou obsazeny ve vzorku. Toto je nesmirné obtizny a
Casoveé naroCny ukol. V bézné praxi se tedy pouziva spiSe diferenCni analyza, pfi které jsou
porovnany profily dvou vzorkd, pfipadné dvou skupin vzorkd a jsou hledany slouceniny
zodpovédné za jejich vyznamnou rozdilnost. Tento typ analyzy se fadi mezi tzv.
metabolomické pfistupy, ktery umoznuje komplexni analyzu metabolomu predstavujici souhr

molekul v daném organismu v urcity ¢as (Souza et al. 2019; Gevi et al. 2019).
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Metabolom pfedstavuje fenotypovy stav biologického systému, je velice dynamicky a
ovlivnény vnitinimi podminkami organismu i vnéjSimi vlivy prostfedi. Tento pfistup tedy
umozriuje zkoumat celkovy soubor pfitomnych latek na molekularni trovni v reakci napfiklad
na pfitomnost pesticidnich latek (Gevi et al. 2019; Katam et al. 2022). Nevyhodou této metody
je ovSem nizka citlivost a omezena moznost identifikace metabolitl, jelikoz zde, narozdil od
cilené analyzy, je pocet komeréné dostupnych analytickych standardd sekundarnich
metabolitd velice omezeny. Soucasné rostliny jsou organismy produkujici Siroké spektrum
chemicky rozmanitych molekul, jejichz koncentrace se pohybuje v Sirokém rozsahu, takze
zde v soucasnosti neexistuje analytickd metoda schopna zaznamenat veSkeré molekuly
metabolomu. Pfesto je pfredevSim vysokorozliSujici LC/HRMS metoda preferovanou
metodou vzhledem k Sirokému spektru analytll, které |ze separovat a detekovat pomoci
LC/HRMS systému, vysoké separacni ucinnosti a vysokému rozliSeni metody (Katam et al.
2022; De Vos et al. 2007; Gosetti et al. 2016).

Pfiprava vzorku pro necilovou analyzu zahrnuje v pfipadé pevnych matric pouhou
extrakci do rozpoustédla. V pfipadé produktl sekundarniho metabolismu se jedna o vodné
roztoky s urcitym podilem organické slozky. Tyto extrakty jsou analyzovany pfimo, protoze
jakakoliv dalSi uprava ¢&i derivatizace by mohla zp(sobit ztratu nékterych slou€enin (De Vos
et al. 2007). V ramci feSeni této prace byla vyuzita metoda diferenéni analyzy pomoci
LC/HRMS pro sledovani a porovnani metabolomu rostlin z kontrolnich skupin a skupin
oSetfenych HCH a pro identifikaci degradacnim produktu a konjugatd HCH pochazejicich

z transformacnich procesd.

2.3 Remediaéni technologie

Rychle se rozvijejici antropogenni €innost spojena se zvySenou produkci a pouzitim
chemickych latek je jednou z pfi€in kontaminace zivotniho prostfedi, kterd se projevuje
kvalitativnimi zménami ovzdusi, vodniho a pudniho prostfedi (Singh a Ram 2022). Dle
schopnosti vyvolavat nepfiznivé uc€inky na exponované organismy jsou tyto kontaminujici
latky rozdéleny na kontaminanty a polutanty. Obé skupiny sdileji vlastnosti jako jsou
perzistence, schopnost bioakumulace a toxicita. Polutanty, narozdil od kontaminantu,

disponuji navic schopnosti negativné ovlivnit biotu (Hodgson 2010; Chapman 2007).
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Polutanty tedy predstavuji slouéeniny, které jsou ve vétSiné pfipadl predmétem

remediacniho zajmu.

Pro snizeni nepfiznivych Gc€ink( na Zivotni prostfedi a obnovu ekosystému se
vyuzivaji rdizné sanacni technologie. Pokud remediacni proces probiha v misté kontaminace,
pak je nazyvan in-situ procesem. Pokud je odstrafiovani polutantu provadéno separatné, tedy
po od&erpani, odsati nebo odtézeni znecisténého média, jedna se o remediace ex-situ (Gruiz
et al. 2019; Mateju 2006). Tyto technologie zahrnuiji fyzikalni, chemické a biologické techniky,
pfipadné jejich kombinace (Peng et al. 2018; Mateju 2006), které mohou byt uplatnény pro
Sirokou Skalu polutantd (Ampofo 2022). Vybér vhodné sanacni technologie se odviji od fady
kritérii. Jedna se o celkovou rentabilitu systému a dlouhodobou i kratkodobou efektivitu
systému snizit koncentraci a toxicitu polutantu. Sou€asné se volba typu sanaéni technologie
odviji od typu polutantu a vlastnosti kontaminované oblasti (Dhaliwal et al. 2020). Tato prace
se blize zaméfuje na odstranéni pesticidl s vyuzitim fytoremediaénich technologii, které

mohou byt pouZity jako in-situ i ex-situ remediacni metody.

2.3.1 Fytoremediace

Fytoremediace |ze vyuzit pro dekontaminaci znecisténé pldy a dale povrchovych i
podzemnich vod (Vanék et al. 2017; Arthur et al. 2005). Principem této metody je vyuziti
riznych rostlinnych druh( a jejich asociované rhizosférni mikrobioty k akumulaci, degradaci,
inaktivaci ¢i stabilizaci kontaminujicich latek anorganického ¢&i organického pavodu. Vyuziti
rostlin zde pfedstavuje cenové efektivni metodu se snadnou implementaci, ktera je Sirokou
verejnosti akceptovana (Vanék et al. 2017). Zaroven tato metoda nenarusuje ekosystém a
raz krajiny ale naopak zvySuje diverzitu rostlinnych druht a mize pomoci chranit padu proti
erozi. Pouzité rostliny také mohou slouzit jako indikatory remediacni uspésnosti nebo mohou
byt prostfedkem pro monitoring Sifeni kontaminacniho mraku (Vanék et al. 2017; Arthur et
al. 2005; Vangronsveld et al. 2009; Pilon-Smits 2005). Tento typ detekce a monitoringu
podpovrchové kontaminace se nazyva fytoscreening a jeho hlavni vyhodou je snadna
proveditelnost a také nizka cena. Principem této metody je pfijem kontaminované podzemni
vody kofenovym systémem vegetace a jeji transport transpiracnim proudem do nadzemnich
Casti jako kompenzace transpirace rostlin (Burken et al. 2011; Limmer et al. 2011; Ottosen
et al. 2018; Sorek et al. 2008).
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Podobné jako fytoscreening ma pouziti fytoremediacnich technik fadu omezeni.
V prvni fadé jsou oba procesy ovlivnény rostlinnym druhem a jeho vlastnostmi (morfologie
kofenového systému &i stafi rostlin), fyzikalné chemickymi vlastnostmi kontaminujici latky
(rozpustnost, koncentrace, biologicka dostupnost, lipofilita), pldnim prostfedim (obsah
organického uhliku) a environmentalnimi podminkami (Vangronsveld et al. 2009; Pilon-Smits
2005). V pfipadé fytoremediace je vhodné, aby rostlina byla rezistentni vuci pfipadné
fytotoxicité kontaminantu a zaroven, aby byla schopna dlouhodobé rlst a prosperovat v jeho
pritomnosti. S zivotnimi procesy rostliny také souvisi ¢asova naroCnost fytoremediace a
nebezpeci kumulace kontaminujici latky v biomase a jeji mozny pfenos do potravinového
fetézce. S ohledem na tyto skutecCnosti je nutné zvazit fytoremediaci s ohledem na
metabolické procesy dané latky v rostlinném organismu (Vanék et al. 2017; Farraji et al.
2016).

Existuje fada typl fytoremediace, které se rozliSuji na zakladé mechanism
zapojujicich se do Cisténi zivotniho prostfedi. Pfehled téchto mechanismi je znazornén na
Obrazku 2. Jedna se o rhizofiltraci, rhizodegradaci, fytoakumulaci, fytodegradaci,
fytostabilizaci a fytovolatilizaci (Ali et al. 2013). Rhizofiltrace se vyuziva v hydroponickém Ci
mokfadnim systému, kdy se k Cisténi kontaminované vody vyuziva pfedevsim kofenovy
systém. Uplathuji se zde sorp¢ni procesy Ci precipitace (Arthur et al. 2005). Kontaminujici
latka mU0ze byt po absorpci akumulovana v kofenové i nadzemni c&asti rostliny.
Rhizodegradace pfedstavuje proces, ktery je vyuzivan prfedevsim v plidnim prostfedi a jedna
se 0 metodu s nepfimou U&asti rostliny na degradaci dané latky (Arthur et al. 2005; Vanék et
al. 2017; Herath a Vithanage 2015; Vangronsveld et al. 2009). Rostlina v tomto pfipadé
stimuluje pudni mikrobiotu k degradaci kontaminujici latky prostfednictvim kofenovych
exudatq, které jsou uvolfiovany do prostfedi rhizosféry. Tyto exudaty obsahuji fadu sloucenin
z primarniho i sekundarniho metabolismu rostlin, které ovliviuji dostupnost a
biodegradabilitu polutant i rdst mikroorganismua (Al-Ali et al. 2018). DalSi fytoremediacni
procesy, které jsou rozliSovany, jsou fytoakumulace a fytodegradace. Pfi prvnim zminéném
procesu jsou kontaminujici latky extrahovany z prostfedi a kumulovany predevSim
v nadzemni ¢asti rostliny, ktera je nasledné sklizena a dale zpracovana. U fytodegradace
dochazi po vstupu kontaminantu do vnitfniho prostfedi rostliny k metabolické degradaci
prostfednictvim Sirokého spektra transformacnich procesu, diky kterym je rostlina schopna

dané kontaminanty ¢astec¢né ¢i Upliné degradovat (Schwitzguébel et al. 2006).
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Pri fytostabilizaci rostlina vytvori prostfedi omezujici Sifeni kontaminace dale do
prostfedi, pfipadné redukuje jeji biologickou dostupnost a toxicitu. Poslednim zmifovanym
procesem je fytovolatilizace. Béhem tohoto procesu dochazi vlivem transpirace rostlin
k pfijmu kontaminantu, jeho transportu a mozné biotransformaci s naslednym uvolnéni do
atmosféry (Vanék et al. 2017; Arthur et al. 2005; Vangronsveld et al. 2009; Herath a
Vithanage 2015).

VysSe uvedené principy Ize pouzit pro fadu kontaminujicich latek - tézké kovy (Garcia-
Salgado et al. 2012; Zhang et al. 2011; Sakakibara et al. 2011; Ali et al. 2013), vybusné
slouc€eniny (Kiiskila et al. 2015; Hannink et al. 2002; Panz a Miksch 2012) a pesticidy
(Hussain et al. 2009; Moore a Locke 2012; Somtrakoon et al. 2014; Mercado-Borrayo et al.
2015). V réamci této prace byla pozornost vénovana organochlorovanym pesticiddm a to

konkrétné hexachlorocyklohexanu (HCH).

Fytoremediace

Vyhody a nevyhody fytoremediacnich technologii

--Nizka cena a univerzalnost metody — Casova naroénost

- ZvyS8eni biodiverzity prostredi — Dostupnost polutantu

-+-Ochrana pud proti erozi — Fytotoxicita polutantu

< In-situ metoda — Prestup do potravinového retézce

-+ Akceptace Sirokou vérejnosti = Mezidruhové rozdily
Fytodegradace

Fytovolatilizace

s

¥% Rhizofiltrace

Obrazek 2: Fytoremediacni pristupy, vyhody a nevyhody fytoremediace
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2.4 Hexachlorocyklohexan (HCH)

HCH je pesticid antropogenniho plvodu, ktery se fadi mezi perzistentni organické
polutanty (POPs) (Weber et al. 2013). Na zakladé prostorového uspofadani atomd chloru
v molekule je rozliSovano 8 rlznych izomert oznacovanych pomoci fecké abecedy (a-HCH
az 6-HCH), pficemz a-HCH se muze vyskytovat ve dvou enantiomernich formach (Willett et
al. 1998). HCH izomery vznikaji fotochemickou chloraci benzenu (Walker et al. 1999). BEéhem
této reakce vznika tzv. technicka smés HCH, oznacovana jako t-HCH. Tato smés obsahuje
izomery v poméru: a-HCH (55-80 %), B-HCH (5-14 %), y-HCH (8-15 %), 6-HCH (2-16 %) a
e-HCH (3-5 %). Ostatni izomery jsou nestabilni nebo se zde vyskytuji ve stopovém mnozstvi
(Willett et al. 1998). Obecné jsou izomery HCH stabilni pfi pusobeni svétla, vysokych teplot
Ci hydrolyze v kyselém ¢&i neutralnim prostfedi. Kjejich zvySené hydrolyze dochazi pfi
vysokém pH (Ngabe et al. 2002). Vzhledem k odliSnému prostorovému usporadani atomf
chlord v molekule jsou vlastnosti jednotlivych izomert odlisné. Izomer B-HCH je nejvice
perzistentni a ma také vysSi bioakumulacni faktor nez a-HCH a y-HCH, coz je dano

umisténim atoma chlord v ekvatoriélni pozici (Willett et al. 1998).

y-HCH

Obrazek 3: Zakladni struktury stabilnich HCH izomert (Buser a Mueller 1995)
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Mezi lety 1940 az 1950 byl t-HCH pouzivan jako levny insekticid. Aplikaci této smési
ovSem dochazelo k ovlivnéni organoleptickych vlastnosti oSetfenych plodin a zaroven
pozadovany pesticidni efekt vykazoval pouze y-HCH (Vijgen et al. 2011). Z tohoto dtvodu
byl y-HCH izolovan z t-HCH pomoci metanolu nebo kyseliny octové s naslednou frakéni
rekrystalizaci. Takto byl ziskan y-HCH v Cistoté 99.9 %, komeréné oznacovan jako lindan
(Willett et al. 1998). Béhem produkce lindanu tedy vznika vysoké procento ostatnich izomerd,
které jsou povazovany za vedlejSi/odpadni produkty vyroby (Willett et al. 1998; Walker et al.
1999; Vijgen et al. 2011).

Toxicky uc€inek HCH spociva v plsobeni na centralni nervovou soustavu, i kdyz
pfesny mechanismus neni znam, predpoklada se ovlivnéni neurotransmise
zprostfedkovanou y-aminomaselnou kyselinou (GABA). DalSimi ucinky pozorovanymi pfi
pusobeni HCH je poskozeni ledvin, jater, krevniho obrazu (Willett et al. 1998) a naruSeni
reprodukénich funkci (Khan et al. 2010). Pfedpokladané jsou i vlastnosti endorkrinnich
disruptort (Willett et al. 1998; Diamanti-Kandarakis et al. 2009). Mezinarodni agentura pro
vyzkum rakoviny (IARC) zafadila vroce 1987 HCH do skupiny B2 - pravdépodobné
karcinogenni pro clovéka (IARC 1987). Lindan byl v roce 2015 preklasifikovan jako
karcinogen (IARC 2015a). Lindan spole¢né s a-HCH a 3-HCH byly zahrnuty v roce 2009 do
skupiny POPs Stockholmské Umluvy a to s ohledem na bioakumulaéni a perzistentni
vlastnosti a schopnosti migrace na dlouhé vzdalenosti (Stockholm Convention 2019).
Soucasné jsou HCH detekovatelné ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi (Walker et al. 1999;
Vijgen et al. 2005). Prestoze jiz byla vyroba HCH ve svété omezena nebo zakazana (Vijgen
et al. 2011), vSeobecné pouzivani, nespravna manipulace, nekontrolovatelné skladkovani a
odolnost vuci fyzikalné-chemické a biologické degradaci vedly k rozsahlé kontaminaci
Zivotniho prostiedi (Abhilash a Singh 2009; Weber et al. 2013; Calvelo Pereira et al. 2010).
K roku 2022 je celosvétové evidovano témér 300 mist (byvalé vyrobni a zpracovatelské
podniky, nezabezpecCené skladky, sklady a ulozisté), kde je uskladnéno odhadem 4,8 - 7,4
miliont tun HCH odpadu (Vijgen et al. 2022). Sekundérni rizikovost HCH je dana také jejich
schopnosti transformace na vysoce toxické dibenzodioxiny pfi nedokonalém spalovani
(Weber a Kuch 2003).
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HCH mohou byt z ekosystémul odstrafiovany s vyuzitim fyzikalnich, chemickych i
biologickych metod (Dong et al. 2015). Jednim z moznych nastrojl pro odstranéni ¢i snizeni
HCH kontaminace ¢&i detekci Sifeni kontamina&niho mraku je fytoremediace a fytoscreening.
Pro tyto ucely byly zkouseny riizné rostlinné druhy - Phragmites australis (Faure et al. 2012),
Acacia nilotica, Brassica juncea, Vicia faba, Triticum aestivum (Wu et al. 2019), Triticum sp.
(Liu et al. 2021) nebo Eucalyptus dunnii (Gotelli et al. 2020) u kterych byl hodnocen potencial

pro vyuziti v oblasti remediace znecisténi témito organochlorovanymi latkami.

3. Cile disertaéni prace

Hlavnim cilem této disertacni prace bylo hodnoceni potencialu vybranych rostlinnych
druhu v kontextu fytormediace HCH a to prostfednictvim experimentl sledujicich vlastnosti
rostlin ¢i kontaminace, které mohou ovlivnit rentabilitu a u€innost fytoremediacniho systému,
a sledovani produktt primarniho ¢i sekundarniho metabolismu rostlin s cilem nalézt vhodné
slou¢eniny umoznujici predikovat adaptaci vybranych rostlin na pfitomnost chemické latky.
V této disertacni praci je pozornost vénovana predevsim olSi lepkaveé (Alnus glutinosa). Timto
zaméfenim tato prace vyplfiuje uréitou mezeru ve fytoremedianich vyzkumech, které se
pfedevsim zaméfuji na rychlerostouci rostliny jako je vrba, topol, pawlovnie nebo ozdobnice.
OlSe lepkava neni prvni volbou pfi fytoremediacich a sou€asné je zde omezené mnozstvi
dostupnych informaci tykajici se jejiho vztahu s polutanty. Pfesto vSak disponuje vliastnostmi,
které ji ¢ini moznym kandidatem pro remediacni ucely. OlSe lepkava predstavuje rychle
rostouci strom tvofici podstatnou souéast bfehovych ekosystému, kde pIni ekologickou i
mechanickou funkci. Jejimi dalSimi vyhodnymi vlastnostmi je schopnost rast na nutri¢cné
chudych substratech a schopnost odolat Sirokému rozmezi teplot (Claessens et al. 2010).
Soucasné je olSe dlouhodobé studovana z duvodu jejiho vyuziti v oblasti fytoscreeningu a
tedy mozného aplikacniho rozSifeni poznatkl do oblasti detekce a monitoringu Sifeni
kontaminace podzemnich vod (Hrabdk et al. 2018). Nasledné byla pozornost vénovana
vybranym mokfadnim rostlindam (rakos obecny - Phragmites australis, sitina rozkladita -
Juncus effusus, orobinec S$irokolisty - Typha latifolia), které tvofi dllezitou soucast
mokradnich systému. Tyto vybrané druhy patfi do skupiny emerznich rostlin, pro které je
charakteristické zakofenéni v plidé a pfitomnost fotosyntetickych organ( nad vodni hladinou
(Herath a Vithanage 2015).
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Hlavnimi funkcemi téchto rostlin v mokifadnim systému patfi stabilizace podlozi,
filtrace, poskytnuti povrchu pro uchyceni a rlist mikroorganismu (Herath a Vithanage 2015),
pFijem latek a uvolnéni kysliku z kofent do oblasti rhizosféry (Brix 1994). Mokradni rostliny
maji pro fytoremediaci HCH specialni relevanci hlavné diky tomu, ze typické HCH lokality
jsou situovany v terénnich depresich (staré piskovny, lomy, duilni odvaly, brownfields)

v bezprostfednim kontaktu s podzemni €i povrchovou vodou.

Dil€im cilem predkladané disertani prace byl vyvoj analytickych metod pro stanoveni
primarnich i sekundarnich metabolit( rostlinného metabolismu v rostlinné tkani. Tato prace
si kladla za cil vyvinout, optimalizovat a pfipadné validovat analytické metody pro ziskani
preciznich a pravdivych vysledk(. Tyto metody byly nasledné pouzity pro analyzu realnych
vzorkl pochazejicich z experimentalni Cinnosti. V prvé fadé byly sledovany rostlinné
hormony prostfednictvim cilové analyzy, pozdéji byla pozornost vénovana analyzam
metabolomu prostfednictvim necilové analyzy. Byly hodnoceny jak kvalitativni, tak
kvantitativni zmény téchto sloucenin zplsobené pfitomnosti organochlorovaného pesticidu.
Dil¢im cilem této prace bylo i sledovani osudu HCH v rostlinné biomase, tedy pfijem HCH
kofenovym systémem, jeho akumulace, distribuce v jednotlivych rostlinnych organech &i

mozné transformacni pfemény této parentni latky.
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4. Experimentalni ¢ast, vysledky a diskuze

Experimentalni ¢ast pfedkladané disertacni prace je rozdélena do dvou oblasti. Prvni
oblast se vénuje analytickym metodam, které byly pouzity v ramci feSeni disertaCni prace.
Konkrétné je zde popsan postup optimalizace a validace analytické LC/HRMS metody pro
cilové stanoveni vybranych rostlinnych hormonu. Tento proces zahrnuje optimalizaci
parametrl pro hmotnostni spektrometrii, optimalizaci separa¢nich podminek, optimalizaci
pripravy vzorku a validaci metody. Dale jsou v této kapitole predstaveny metody necilové
LC/HRMS analyzy, které byly pouzity pro sledovani zmén v sekundarnim metabolismu rostlin
po aplikaci polutantu a také pro hledani novych transformacnich produktd HCH. V neposledni
fadé zde je popsana cilova metoda vyuzivajici GC/MS systém pro cilovou analyzu HCH a

chlorobenzenu (CIB).

Druha &ast experimentalni prace je zaméfena na popis jednotlivych fytoremediaénich
experimentu, které byly provedeny s cilem hodnotit vztah mezi HCH a cilovymi druhy rostlin
za rUznych experimentalnich podminek. Tato ¢ast popisuje cile a design experimentd,
zpracovani, analyzu a vyhodnoceni realnych vzorkd a hodnoti ziskané poznatky v kontextu

fytoremediace.

4.1 Analytické metody pouzité v disertaéni praci

Vramci feSeni tématu disertatni prace byly vyuzity chromatografické metody
s odlisnymi pfistupy. Pro analyzu rostlinnych hormonud byla vyuzita kapalinova
chromatografie s vysokorozliSujici hmotnostni detekci (LC/HRMS). V tomto pfipadé byla
optimalizovana a validovana metoda pro cilené stanoveni kvalitativnich i kvantitativnich
zmeén vybranych hormonu v rostlinné tkani po expozici HCH. Analyza zmén sekundarniho
metabolismu byla provedena také metodou LC/HRMS s vyuzitim necileného pfistupu.
Zavedena metoda vyuZivajici plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (GC/MS) byla

pouzita pro stanoveni HCH a CIB.
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4.1.1 Cilené stanoveni vybranych rostlinnych hormonu

4.1.1.1 Pouzité chemikalie a pfistrojové zarizeni

Standardy fytohormonu - kyselina indol-3-octova (IAA), kyselina indol-3-butyrova
(IBA), kyselina giberelova (GIB), kyselina jasmonova (JA), salicylova (SA) a abscisova (ABA)
byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). |zotopicky znacena
IAA a ABA byly pofizeny od dodavatele Olchemin s.r.0. (Olomouc, CZE). Metanol HPLC
Cistoty a LC-MS C¢istoty byly dodany firmou Merck (Burlington, Massachusetts, USA).
Kyselina mravenci (HCOOH) LC-MS C¢istoty byla zakoupena od firmy Fischer Chemical
(Hampton, New Hampshire, USA). SPE kolonky Oasis HLB byly dodany spolenosti Waters
(Milford, Massachusetts, USA). Demineralizovana voda byla ziskana z purifikaciho pfistroje
Puranity TU6 UV+ od spole¢nosti VWR International s.r.o. (Radnor, Pensylvanie, USA).
Analyza probihala na ExionLC systému s néslednou detekci pomoci hmotnostniho

spektrometru X500R QTOF s iontovym zdrojem Turbo V, vSe od spole¢nosti AB Sciex.

4.1.1.2 Optimalizace MS parametrd, LC separace a pfipravy vzorku, validace
metody

V ramci optimalizace jednotlivych krokd byla pozornost zaméfena na ziskani
optimalnich podminek pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni vybranych fytohormonu
v rostlinné matrici. Pro optimalizaci byly pfipraveny zasobni roztoky standard(l v metanolu
o koncentraci 1 g-L?, které byly nasledné fedény 1% kyselinou mravenci na pozadované
koncentrace. Béhem vyvoje metody byla pozornost vénovana optimalizaci m/z prechodl
jednotlivych analytt, dale byl zkouman vliv mobilni faze na separaci analytli a intenzitu
detekce, SPE proces a to pfedevS8im objem vzorku aplikovaného na SPE kolonky a objem
eluéniho rozpoustédla. V ramci validace metody byla pro kazdy sledovany analyt sestavena
kalibra¢ni pfimka, byl ur€en linearni rozsah, stanoven limit detekce a kvantifikace (LOD a
LOQ), pravdivost a preciznost metody prostfednictvim opakovatelnosti a mezilehlé

preciznosti, vytéznost a matri¢ni efekty (Suchanek a Milde 2013).
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Pro kazdy vyse uvedeny rostlinny hormon byl pfipraven roztok v Cistém metanolu,

ktery byl pouzit pro full scan prekurzorovych iontl v negativnim i pozitivnim ioniza¢nim maodu.

Vys$Si intenzity signalu pro vétSinu iontl prekurzorl bylo dosazeno pfi pouziti moédu

negativniho. Nasledné byla provedena fragmentace prekurzorového iontu se zaznamem

produktovych iontll. Pro kazdy analyt byly vybrany dva specifické prechody, které byly

monitorovany v MRM (multiple reaction monitoring) médu pro identifikaci a kvantifikaci

analytl. Poslednim krokem byla optimalizace deklasterizaéniho potencialu (DP) a kolizni

energie (CE) pro kazdy analyt a pfechod. Optimalni parametry DP a CE pro dané analyty

jsou uvedeny v Tabulce ¢. 1. Optimalizované parametry nasledné zahrnovaly: napéti na

kapilafe elektrospreje (-4500 V), teplotu zdroje (400 °C), Curtain gas (241 kPa), lon source
gas 1 (276 kPa), lon source gas 2 (345 kPa).

Tabulka 1: Tabulka vybranych rostlinnych hormont s MS parametry

Cilova latka MRM pfechod (m/z) Deklasteriza¢ni potencial (V) Kolizni energie (V)

174 — 130 -50 -10

IAA
174 — 128 -45 -10
202 — 116 -40 -15

IBA
202 — 158 -40 -70
345 — 143 -40 -30

GIB
345 — 239 -40 -15
209 — 59 -75 -15

JA
209 — 109 -75 -20
137 — 93 -40 -15

SA
137 — 65 -50 -35
263 — 153 -75 -10

ABA
263 — 204 -40 -25
D-1AA 179 — 135 -50 -10
2H-ABA 269 — 159 -75 -10
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4.1.1.4 Vysledky optimalizace LC separace

Na zakladé literatury se pro separaci fytohormonl bézné pouziva stacionarni faze
C18 (Segarra et al. 2006; Scalabrin et al. 2016; Yalcin et al. 2019; Perin et al. 2018; Simura
et al. 2018). Pro separaci rostlinnych hormonu byla tedy zvolena dostupna kolona Kinetex
Evo C18 (100 mm; 2,1 mm; 2,6 um; Phenomenex). Slozeni mobilni faze bylo optimalizovano
s ohledem na jeji vliv na ionizaci analytd (Cho et al. 2013). Vodna mobilni faze obsahujici
0,1% kyselinu mravenci poskytla nejlepsSi odezvu i pomér signalu latek vaéi Sumu zakladni
linie. VyS8si obsah kyseliny mravenc¢i nemél vliv na separacni podminky, ale intenzita signalu
pro fytohormony byla snizena. Uprava pH na &asto pouzivanou hodnotu 3,5 pfidanim
mravenCanu amonného vedla k posunu retenénich €ast a zaroven k potlaeni odezvy
detektoru. Pro separaci byla zvolena gradientova eluce zacinajici na 5 % metanolu
s postupnym nartstem organické slozky na 50 % bé&hem prvnich 5 minut analyzy. Toto
sloZeni mobilni faze bylo zachovano po dobu 2 minut s naslednym opétovnym poklesem na
pocatecni koncentraci metanolu. K separaci fytohormonu dochazelo béhem 9,5 minut
s pratokem 0,3 ml-min?t. Teplota kolonového kompartmentu byla nastavena na 40 °C.

Nastfikované mnozstvi vzorku bylo 10 pl.

4.1.1.5 Vysledky optimalizace pfipravy vzorku

Precisténi vzork( s cilem odstranit interferujici slouCeniny a zakoncentrovat
fytohormony je nezbytnou souc&asti analytického procesu. Pfiprava vzorka zahrnuje extrakci
hormonu z rostlinné matrice do vhodného extrakéniho roztoku s naslednou SPE. SPE je
zakladni metodou, kterd je pouZivana v Siroké Skale aplikaci pro zakoncentrovani
pozadovanych latek a precisténi extraktd. Zakladni postup SPE zahrnuje kondicionaci,
aplikaci vzorku, promyti a naslednou eluci (Simpson 2000). Pro extrakci byl zvolen 50%
metanol, ktery byl nadavkovan k 50 mg rostlinné matrice. Extrakce probihala po dobu 30
minut na horizontalni tfepacce pfi 300 rpm s naslednou SPE s vyuzitim Oasis HLB kolonek.
Extrakéni rozpoustédlo, mnozstvi rostlinného materialu a typ SPE kolonek byl zvolen na
zakladé reSerSe odborné literatury, kde je poukdzano na zvySené matrini efekty pfi pouziti
vys8iho obsahu organickych rozpoustédel, mozné sniZeni vytéZnosti SPE procesu pfi pouziti
vy$8iho mnozZstvi rostlinné matrice a vhodnost pouziti Oasis HLB kolonek (Simura et al.
2018).
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Obrazek 4: Procentualni vytéznost SPE pro vybrané fytohormony ve tfech riznych koncentracich

(5, 10 a 100 ug-L1) pri rizném obsahu organického rozpoustedia

Optimalizovan byl pomér fedéni extraktu pomoci 1% kyseliny mravenci a to z divodu
vynechani odpareni extrakéniho rozpoustédla. Divodem byla Gspora €asu, minimalizace
ztrat béhem pfipravy a zvySeni retence fytohormond na HLB kolonkach. Déle byly
vyzkousené nasledujici poméry extraktu a vodného roztoku 1% kyseliny mravenci: 1:2, 1:3
a 1:4 (v/v). Optimalizace probihala na tfech koncentra¢nich hladinach hormonu - 5, 10 a 100
hg-Lt metodou vytéZnosti. Vysledky vytéznosti (Obrazek 4) ukazuji, Ze vysoky obsah
organického rozpoustédla pfi nanaseni vzorku ma ve vétSiné pfipadu negativni efekt na
vytéznost SPE procesu pfedevs§im u vysokych koncentraci cilovych latek. Nizké vytéznosti
byly také zaznamenany u GIB, ktery je ovéem podstatné chemicky odliSny od zbyvajicich
latek. Vzhledem k procentualnim hodnotam vytéznosti SPE procesu, je optimalni fedéni
vodnym roztokem obsahujici kyselinu mravenc&i na pomér 1:3 &i 1:4. Pro dal$i analyzy byl

nasledné zvolen pomér 1:3,5.
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Dal$im krokem byla optimalizace objemu elu¢niho rozpoustédla (2 - 4 ml) s dirazem
na vysokou vytéznost analytu a nizké matri¢ni efekty. Pro eluci bylo dosta&ujici pouziti 2 ml
Cistého metanolu, pficemz dalSi objemové navySeni vedlo pouze ke zvySené eluci balastnich
latek se zanedbatelnym pozitivnim efektem na vytéZznost. Finalni metoda pfipravy vzorku pro
analyzu zahrnovala vy$e popsanou extrakci fytohormonu do 50% metanolu, nasledné fedéni
roztokem 1% kyseliny mravenc¢i v poméru 1:3,5. Nasledovala SPE procedura, kter4 se
skladala z kondicionace kolonek pomoci 1 ml Cistého metanolu, 1 ml 1% kyseliny mravenci
a 1 ml 10% metanolu s 1 % kyseliny mravenci. DalSimi kroky byly aplikace vzorku, promyti
1 ml 1% kyseliny mravenéi, eluce 2 ml Cistého metanolu, odpafeni vzorku pfi 40 °C pod

proudem N a rekonstituce v mobilni fazi.

4.1.1.6 Validace metody

Po optimalizaci LC/HRMS metody byla provedena validace s cilem ovéfit vhodnost
metody pro zamys$lené vyuziti. Mezi validovanymi parametry byla linearita, LOD a LOQ,
pravdivost, preciznost, vytéznost a matricni efekty. Linearita byla stanovena pomoci
kalibraéni zavislosti metodou linearni regrese méfenim tfi sad kalibradnich roztoku
standardu. LOD a LOQ byly stanoveny pomoci kalibraéni kfivky, pficemz LOD je hodnota
kfivky a zaroven splfiuje podminku 10*S/N. Ziskané rovnice kalibraénich pfimek, rozsah a

hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Vysledky validovanych parametr( - linearita, LOD a LOQ

Analyt Rovnice kalibra¢nich pfimek R2 Rozsah (ug-L') LOD (ug-L-Y) LOQ (ug-L?)
IAA y =0,0108x - 0,0008 0,9996 0,66 - 200 0,22 0,66
IBA y =0,0228x - 0,0342 0,9995 2,49 -200 0,83 2,49
GIB y =0,0137x - 0,0092 0,9998 0,75 - 200 0,25 0,75
JA y =0,2718x - 0,0588 0,9997 0,27 -50 0,09 0,27
SA y =0,1256x + 0,1271 0,9993 0,84 -50 0,28 0,84
ABA y =0,1753x - 0,0445 0,9997 0,12 -200 0,04 0,12

36



Preciznost (vyjadiena jako RSD (%)) a pravdivost (vyjadfena jako bias (%)) metody
byly stanoveny opakovanym meéfenim (n=5) standartnich roztokli za podminek
opakovatelnosti v ramci jednoho dne (intra-day) a mezilehlé preciznosti (inter-day) b&hem tfi
po sobé jdoucich dnu (pocet nastfika = 3). MéFeni bylo provedeno na tfech koncentracnich
hladinach - 5, 10 a 100 ug-L™. V rdmci intra-day preciznosti a pravdivosti byly hodnoty RSD
v rozmezi 0,01 az 4,59 % a hodnoty bias v rozsahu od -4,79 do 4,19 %. Rozsah RSD
v pfipadé inter-day preciznosti byl od 1,64 do 9,71 % a hodnoty bias se pohybovaly

od -9,26 do 6,93 % (Tabulka 3).

Tabulka 3: Vysledky validovanych parametr( - preciznost a pravdivost

Intra-day Inter-day
Koncentrace Pravdivost,
standardu Preciznost, RSD Pravdivost, Preciznost, RSD
Analyt (ug-LY) (%) bias (%) (%) bias (%)
IAA 5; 10; 100 2,66;3,68;3,85 -0,36;1,04;0,22 6,44;6,46;9,41  2,12;-3,63;-6,73
IBA 5;10; 100 0,96; 2,01; 3,35 2,03; 3,93; -4,79 1,64; 3,77; 2,95 6,93; 0,15; -2,01
GIB 5; 10; 100 3,51; 2,11, 2,32 4,19; -1,49; -1,64 7,44, 6,88; 5,12 3,60; 4,01, -9,26
JA 5; 10; 100 2,47,0,67; 2,49 -0,87; 1,69; 2,61 9,71, 9,53; 9,54 -5,27,-7,53; -7,93
SA 5; 10; 100 2,62;0,01;1,65 -1,11;4,45;-1,48 3,34;2,86;4,41 -6,37; -9,20; -8,89
ABA 5; 10; 100 4,59; 3,93; 2,81 -1,64; 0,48; 0,77 7,78; 8,13; 8,61 -3,10; -9,10; -7,32

VytéZnost a matriéni efekty byly stanoveny individualné pro listovou a kofenovou
matrici. Jako modelova rostlina byla zvolena ol3e lepkava, ktera byla nasledné pouzita pfi
realnych fytoremediaCnich aplikacich. Stanoveni vytéZnosti bylo provedeno v triplikatech
pFislusné rostlinné matrice, ktera byla pfed purifikaci obohacena o neznacené standardy
rostlinnych hormont na tfech koncentranich hladinach, tak aby kone&na koncentrace
analytti byla 5, 20 a 100 pg-L*. Vzhledem k nemoznosti ziskat matrici bez cilovych latek, byla
v triplikatu zpracovana a analyzovana i matrice pro stanoveni aktualni koncentrace hormonu
v rostliné. Tato koncentrace byla nasledné odecCtena od koncentraci zjiSténych po obohaceni.
Vytéznost celého procesu byla vypocitana jako pomér koncentraci obohacené a extrahované

matrice k matrici extrahované s naslednym obohacenim fytohormony. Ziskané vysledky se
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pohybuji v rozmezi od 70 - 113 % (Tabulka 4). Stanoveni matri¢nich efektt bylo provedeno
pomoci smérnic kalibra¢nich kfivek analytl v Cistém rozpoustédle a matrici. Z vysledku je
patrné, ze SPE uUprava je vhodna vice pro kofenovy systém nez pro listovou biomasu.
Z duvodl vysokych matriénich efektd je v analyze pouzivano izotopicky znacenych

standardu.

Tabulka 4: Vysledky validovanych parametr( - vytéZnost a matriéni efekty

Analvt Vytéznost iisty Vytéznost koreny Matricni efekty iisty Matri€ni efekty koreny
Y (%) (%) (%) (%)
IAA 89,85; 81,39; 78,63 70,36; 73,93; 70,35 -79,57 -76,30
IBA 73,88; 71,50; 70,25 89,28; 88,75; 81,60 -80,55 -72,48
GIB 82,26; 78,61; 102,34 79,91; 94,38; 76,55 -77,01 -62,60
JA 112,48; 103,74; 108,99 102,36; 92,35; 104,67 -66,74 -48,34
SA 89,86; 81,39; 78,63 62,54; 75,27; 75,89 -98,19 -98,17
ABA 85,59; 82,87; 81,29 75,53; 71,61; 80,09 -78,68 -63,66

4.1.1.7 Shrnuti

V prvni ¢asti disertacni prace byla optimalizovana a validovana metoda pro stanoveni
vybranych rostlinnych hormonu v rostlinném materialu olSe lepkavé. Optimalizované byly
vybrané parametry tykajici se pfipravy vzorku, separace fytohormonu a jejich detekce.
Nasledné validace ukazala vhodnost metody pro vySe zminény ucel s vyuzitim izotopicky

znaCenych standardu pro korekci matri€nich efekta.

4.1.2 Necilova analyza

4.1.2.1 PouZité chemikalie, zpracovani vzorku a pfistrojové zarizeni

Pouzité chemikalie byly obdobné jako v pfipadé analyzy rostlinnych hormonu.
Jednalo se o demineralizovanou vodu, metanol a kyselinu mravenci. VSechny pouzité
chemikélie byly LC/MS Cdistoty. Vzorky rostlinné biomasy byly rozemlety na prasek

v pfitomnosti tekutého dusiku.
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Takto pfipraveny material byl nasledné navazen do vialek a extrahovan smési
obsahujici metanol a vodu (8:2, v/v). Niz§i zastoupeni metanolu mize mit za nasledek
ucinnou extrakci chlorofylu, ktery se v rostlinné tkani vyskytuje ve vysoké koncentraci a mohl
by ovlivnit detekci ostatnich organickych slou¢enin. Po extrakci byl vzorek zcentrifugovan (10

min.; 4000 rpm) a nasledné byl odebran supernatant, ktery byl analyzovan.

Necilend analyza byla provedena na identickém pfistroji jako analyza rostlinnych
hormonu. Separace analyt probihala na analytické koloné YMC-Triart C18 (100 x 2.1 mm I.
D.; 3 um; YMC CO. JPN) s vyuzitim gradientové eluce. Mobilni faze byl tvofena organickou
(metanol) a vodnou slozkou (0,1 % kyselina mravenci). Pratok mobilni faze byl nastaven na
0,42 ml-min*, teplota kolonového kompartmentu byla 40 °C a nastfikovany objem vzorku byl
20 yL. Méfeni vzorkd probihalo v pozitivnim i negativnim mdédu s cilem zachytit Siroké
spektrum analytl. Rozsah sledovanych hodnot m/z byl v TOF/MS médu v rozmezi od 90-
900 m/z s akumulaénim ¢asem 0,1 s. Napéti na sprejovaci kapilare bylo v pfipadé pozitivniho
maodu nastaveno na 5 500 V a -4 500 V pro negativni méd. VSechny vzorky rostlinné biomasy
byly analyzovany pomoci akvizice IDA (Information dependent acquisition) a SWATH
(software Analytics, AB Sciex, MA, USA). Akvizice IDA umoziiuje ziskat kvalitnéjsi spektra
pro naslednou identifikaci pomoci dostupnych knihoven (Natural Products HR-MS/MS 2.0,
NIST 2017, AB Sciex, MA, USA). Analyza pomoci akvizice SWATH umozriuje sbér dat pro
provedeni fragmentace vSech sloucenin ve vzorku. Tato data byla pouzita k vyhledani

teoretickych metabolitd a jejich fragmentacnich spekter.

4.1.3 Stanoveni HCH a degradacénich produktu

4.1.3.1 PouZzité chemikalie, zpracovani vzorku a pristrojové zafizeni

PouZzité chemikalie pro kvantifikaci HCH a CIB zahrnovaly rozpous$tédla p.a. Cistoty a
potfebné analytické standardy. Pro nastaveni metody a vytvofeni kalibraénich fad byly
pouzité komeréné dostupné standardy s oznacenim Chlorobenzene - Mix 12 (Neochema,
GER) a Pesticides - Mix 5 (Neochema, GER).
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Jako interni standardy pro korekci matri€énich efektu a fluktuaci uc¢innosti ionizace byl
vyuzit izotopicky znaceny 1,3,5-triCIB D3 (LGC Standards, USA) pro kvantifikace CIB a
deuterovany y-HCH D6 (LGC Standards, USA) pro kvantifikaci HCH. Dale byly pouzity
rozpoustédla aceton a hexan zakoupeny od spole¢nosti Lach-ner s.r.o. (CZE) a bezvody

siran sodny (Penta Chemicals Unlimited, CZE).

Zpracovani vzorkll zahrnuje namleti vzork( na jemny prasek a navazeni prislusného
mnozstvi do sklenéné vialky. V pfipadé analyzy zemin je pfimo navazeno ur€ité mnozstvi
zhomogenizovaného vzorku do pfislusné vialky. Nasleduje extrakce smési aceton:hexan
(1:1; viv) po dobu 24 h na horizontalni tfepacce (300 rpm) pfi pokojoveé teploté. Po uplynuti
této doby je odebrana organicka slozka, ktera je zbavena zbytkové vodné sloZky pomoci
bezvodého siranu sodného. Takto pfipraveny vzorek je nasledné analyzovan na soustavé
GC/MS.

Soustava GC/MS je tvofena plynovym chromatografem Trace 1310 s autosamplerem
PAL RTC a hmotnostnim detektorem typu trojitého kvadrup6lu TSQ8000 Evo (Thermo Fisher
Scientific Inc., MS, USA). Pro separaci analytl je pouzita chromatograficka kolona Restek
Rxi-5ms (30 m, 0,25 i.d. s tloustkou filmu 0,25 um). Jako mobilni faze je v této analyze
pouzité helium s teplotnim gradientem. V této analyze je pouzita metoda kapalného nastfiku,
kdy objem vzorku ¢ini 1 pL. Analyzou kalibra¢nich roztokt byly stanoveny LOD (0,8 ug-L?) i
LOQ (2,5 pg-L™Y) pro vzorky rostlin i zeminy. Smérodatna odchylka stanoveni byla 20 %
vzhledem ke komplexni povaze studovanych material(i. Kontrola kvality vSech chemickych
analyz byla fizena pozadavky kladenymi na akreditované laboratofe dle normy CSN EN
ISO/IEC 17025:2018.
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4.2 Fytoremediace HCH

Tato &ast disertani prace popisuje jednotlivé fytoremediacni experimenty, které byly
provedeny s cilem monitorovat vztah mezi organochlorovanymi pesticidy a rostlinami
v kontextu fytoremediace. Tato prace vzdy popisuje experimentalni provedeni, prubéh
jednotlivych pokusl a na zavér se vénuje interpretaci ziskanych vysledkl. Jednotlivé testy
byly zaméfené na sledovani urcitych viastnosti rostlin ¢i podminek kontaminace, které mohou
mit vliv na UspésSnost fytoremediace. Konkrétné se jednalo o sledovani nasledujicich

parametri:

e genetickd predispozice olSe lepkavé pro fytoremediaci,

¢ vliv HCH na germinaci a inicialni faze vyvoje rostlin,

o Vliv stéfi olSe lepkavé a mechanického sefiznuti na ucinnost fytoremediace,

o rozdily v u€innosti fytoremediace pfi vyskytu jednotlivych izomerd HCH &i zomerni
smesi,

e porovnani u€innosti odstranéni HCH mezi ol$i lepkavou a dal$imi mokfadnimi druhy
rostlin, a

¢ Vliv koncentrace HCH na ucinnost fytoremediace.

Spole¢ené s monitoringem koncentraci HCH a cilenym stanovenim znamych
degradacnich produktu v rastovych substratech a rostlinné tkani byly sledovany vybrané
fyziologické €i morfologické parametry v zavislosti na designu experimentu. V prvni fazi
vyzkumu byly u cilovych rostlin monitorovany zmény v hormonalnim systému zpusobené
pFitomnosti organochlorovaného pesticidu. V pokrocilé fazi vyzkumu byly sledovany zmény
v sekundarnim metabolismu rostlin spoleéné se snahou o identifikaci dosud neznamych

metabolith a transformacnich produktl HCH prostfednictvim necilové analyzy.

Design fytoremediacnich  experimentll  souvisi pfedevS§im s vlastnostmi
kontaminované lokality. V tomto pfipadé byly experimenty provadény s navaznosti na lokalitu
Hajek (Ceska republika, 50°17'31.5" N 12°53'35.2" E) a proto vysledky niZze uvedenych
experimentl nelze generalizovat, ovSem lze je pouzit jako vychozi zdroj informaci pro jiné

lokality s vyskytem kontaminace organochlorovanymi pesticidy.
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4.2.1 Geneticka predispozice olSe lepkavé pro fytoremediaci a vliv HCH
na germinaci a inicialni faze vyvoje rostlin

OlSe lepkava predstavuje rychle rostouci dfevinu, ktera je rozSifena ve vétsiné Evropy
a predstavuje dulezitou slozku bfehovych ekosystému, kde pini ekologické i mechanické
funkce (Durrant et al. 2016). OlSe lepkavé velice dobfe snaseji silné zamokfené a nutricné
chudsi pudy a sou€asné jsou schopné zlepSovat kvalitu ptudy diky symbidze s aktinomycety
rodu Frankia, které dokazi fixovat vzdudny dusik (De Kort et al. 2014; Deptuta et al. 2020).
Tyto vlastnosti €ini tuto dfevinu moznym kandidatem pro remediaéni ucely pfedevsim
v blizkosti povrchovych tokll a v mokfadnich systémech. B&éhem poslednich let doslo
k vyznamnému rozsifeni invazivniho patogenu Phytophtora xalni, ktery je zodpovédny za
chfadnuti olSi, coz ma nepfiznivy efekt v oblasti vodohospodafstvi, lesnictvi a ochrany
ptirody (Cerny et al. 2010). Prevenci $ifeni tohoto onemocnéni miize byt pfednostni vyuziti
rezistentnich genotypl. OdliSné genotypy ovSem mohou vykazovat rozdilné vlastnosti
v pfipadé akumulace kontaminantl a dlouhodobého preziti v jeho pfitomnosti. Tato
problematika byla studovana v pfipadé akumulace DDT a kadmia prostfednictvim 23
rdznych genotypu sko¢ce obecného (Huang et al. 2011), u kterych byla prokazana variabilita
v pfijmu a akumulaci téchto vybranych polutanti. Sou¢asné také genetické predispozice
ovliviiuji hormonalni systém rostlin (de la Torre-Gonzalez et al. 2017; Kojima et al. 2009),

¢imz maji vliv na jejich fyziologické procesy.

Cilem této studie je zhodnotit vliv 8-HCH na germinaci a ranou fazi rlstu potomkd
rezistentnich genotypl olSe lepkavé a zarover prokazat jejich schopnost rust, vyvijet se
a dlouhodobé prezit v kontaminované zeminé. Tento izomer byl vybran z ddvodu jeho
dominantniho vyskytu na lokalité Hajek. Sou€asné byl v rdmci studie monitorovan obsah
izomeru v rostlinné matrici pro posouzeni bioakumulaénich schopnosti potomku jednotlivych
genotypu a urcen vliv pfitomnosti 8-HCH na kvalitativni ¢i kvantitativni zmény hormonalniho
systému jako ukazatele pro predikci dlouhodobého pfezivani sazenic v kontaminovaném

prostredi.

Pro nésledujici experimenty byla jako rostlinny material pouZita semena ziskana
z kontrolovaného opyleni Sesti rezistentnich genotypt olSi (jmenovité se jednalo o genotypy
Tloskov, Becva, Bfezové, Tufany, Lasenice a Valtérov), ktera byla poskytnuta Vyzkumnym
Ustavem Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi, v.v.i..
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Tento rostlinny material byl podroben dvéma pokusum - jednalo se o germinacni test
a fytoremediac¢ni test. Prvni ze jmenovanych experimentl zahrnoval kratkodobou
dvanéctidenni studii vlivu 100 ug 6-HCH na vybrané germinacéni parametry (celkova kliCivost,
rychlost kliCivosti, energie kliCivosti semen) a hormondlni systém. Germinacéni test byl
proveden na Petriho miskach (Obrazek 5a) za kontrolovanych podminek klimatické komory
pro minimalizaci vlivu prostfedi. Mezi kontrolovanymi podminkami byla vlhkost prostfedi,

svételna perioda a teplota.

b)

Obrazek 5: Provedeni germinacniho (a) a fytoremedia¢niho experimentu (b)

Nasledné byla se stejnym rostlinnym materialem provedena tfimésicni studie
zaméfena na remediacni potencial sazenic (Obrazek 5b). Tento dlouhodoby experiment
probihal v plastovych kvétinacich obsahujicich ristovy substrat smiseny se 100 ug 6-HCH a
s pfisluSnou sazenici daného genotypu. Mimo oSetfenou skupinu byla pfipravena i skupina
kontrolni bez pfitomnosti 8-HCH a také neosazeny ristovy substrat obsahujici -HCH pro
hodnoceni vlivu environmentalnich podminek (svétlo, vlihkost, ¢innost mikroorganismu) na
pfitomny 6-HCH. VeSkeré vzorky byly pfipraveny v biologickych triplikatech. Hodnocen byl
vliv pfitomnosti rostliny na odstranéni 6-HCH ze zeminy, pfijem a akumulace &-HCH
rostlinou, morfologické parametry (biomasa, vySka rostliny) a zmény tykajici se
monitorovanych fytohormonu. Pro stanoveni HCH a chlorobenzenli jako hlavnich
degradacnich produktll byla pouzita analyticka metoda, ktera je popsana v kapitole 4.1.3
Stanoveni HCH a degradacnich produktu.

43



FAKULTA MECHATRONIKY, N2
INFORMATIKY A MEZIOBOROVYCH g~
STUDII TUL AN

71N

Analyza rostlinnych hormond byla provedena pomoci metody a pfistrojového

zafizeni uvedenych v kapitole 4.1.1 Cilené stanoveni vybranych rostlinnych hormond.

Po ukonéeni jak germinaCniho, tak fytoremediacniho experimentu byla data
statisticky a vizualné vyhodnocena prostiednictvim softwaru Origin verze 2019b (OriginLab
Corporation, USA). Pro porovnani dat tykajici se germinaCnich parametrd byl vyuzit

Studentlv neparovy t-test.

4.2.1.1 Vysledky germinacniho experimentu

Ziskané vysledky ukazaly, Zze geneticka predispozice hraje zasadni roli v odolnosti
vlci abiotickym faktordm jako je studovany &-HCH. Zkoumany izomer totiz ovlivnil hodnoty
germinaénich parametrt testovaného rostlinného materiadlu a to v rdzné mife. Vysledky

téchto parametru jsou uvedené v nasledujici Tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky sledovanych germinacnich parametrt

Celkova klicivost [%] Energie kli¢eni [%] Rychlost kli¢eni [%]
Genotyp

ofsi Rozdil oproti kontrolni skupiné [%]  Rozdil oproti kontrolni skupiné [%] Rozdil oproti kontrolni skupiné [%]
Bedva -20.95 -68.12* -58.12*
Bfezové +31.20* +16.13 -12.46
Lasenice 0.00 -20.19 -18.37

Tloskov -27.27* -13.89 +23.58

Tufany -37.28* -60.61* -17.31
Valtérov -26.47 -26.92 -21.01

Hodnoty jsou uvedeny jako primérné hodnoty; Gdaje jsou ziskané analyzou biologickych triplikat(; celkem bylo pouzito 150
semen od kazdého genotypu a oSetfeni; * oznaceni statisticky vyznamnych rozdili mezi oSetfenymi a kontrolnimi skupinami

pomoci Studentova t-testu, p < 0,05.

U vétSiny vzorkd prevladal negativni efekt 8-HCH na sledované germinacni
parametry. Vyjimkou bylo potomstvo genotypu Bfezové, kde pfitomnost sledované latky

statisticky vyznamné stimulovala celkovou kliCivost.
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Tento efekt je znam jako hormeze, kdy netoxicka koncentrace chemické slouceniny
muze stimulovat kli¢eni ¢&i rust rostliny (Calvelo Pereira et al. 2010). U potomstva genotypu
Lasenice nebyla celkova kliCivost ovlivnéna, ale energie kli¢eni a rychlost kli¢eni vykazovaly

oproti kontrolni skupiné snizené hodnoty.

Potlageni germinace, ve vétsiné pripadd, korelovalo se zvySenou koncentraci ABA,
jejiz fyziologickou funkci je odklad kli€eni v pfipadé nepfiznivych podminek (Tuteja 2007).
Synergicky efekt s ABA maiji i jasmonaty. Bylo prokazano, ze exogenni aplikace jasmonat(
spole¢né s jejich prekurzorem OPDA (12-oxo-fytodienova kyselina) mé synergicky efekt
s ABA v pfipadé inhibice germinace. Bylo také pozorovano, Ze pfi zvySeni koncentrace ABA
v reakci na abioticky stres (sucho &i salinita) dochazi ke zvyseni koncentrace JA (Pan et al.
2023). Toto zvySeni muze byt zpusobeno ABA mediovanou podporou syntézy JA
prostfednictvim drahy zahrnujici serin/threonin kinazu 10, transkripéni faktor bzZIP72 a
alenoxidovou cyklazu (Wang et al. 2020b). Vysledky hormonalni analyzy ukazuji, Zze ve vSech
vzorcich, mimo genotyp Bfezové, doSlo k narlstu koncentrace ABA i JA oproti kontrolni
skupiné, ktera nebyla vystavena plsobeni 6-HCH. Celkova germinace jednotlivych variant
tedy odrazi i rozdilnosti v hormonalnim systému zpUsobené predevSim JA a ABA. DalSim
sledovanym fytohormonem byl IAA. IAA pfedstavuje zakladni rastovy hormon (Dilworth et al.
2017) a snizeni jeho koncentrace vede ke zkraceni délky rostliny (Tian et al. 2008). Pokles
délky vyhonkd béhem germinacniho experimentu byl pozorovan u vSech skupin oSetfenych
0-HCH. Prestoze pokles nebyl ve srovnani s kontrolni skupinou statisticky vyznamny, nizsi
koncentrace IAA podpofila pfedpokladany negativni efekt tohoto izomeru na délku vyhonkad.
Antagonisticky vztah byl zaznamenan mezi JA a SA. V pfipadé kratkodobého plsobeni
0-HCH dochazelo ke zvySeni koncentraci JA a naopak snizeni SA (Obrazek 6). Tento
antagonismus byl jiz dfive zaznamenan u rostlin, které byly vystaveny pusobeni Skadcu

(Takahashi et al. 2004) nebo zvySené koncentraci soli (Singh a Gautam 2013).
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Obrazek 6: Rozdil v zastoupeni sledovanych rostlinnych hormont béhem germinacniho a

fytoremediacniho experimentu oproti v porovnani s kontrolnimi skupinami

4.2.1.2 Vysledky fytoremediacniho testu

Fytoremediacni test probihal po dobu tfi mésicu. Po uplynuti této doby byly sazenice
sklizeny a spole¢né s rlstovym substratem zpracovany dle pozadavkl analytickych metod
uvedenych v kapitole 4.1. Analyzou neosazeného substratu bylo zjisténo, ze pfi nastavenych
experimentalnich podminkach dochazi k podstatnému snizeni koncentrace HCH. Toto
snizeni Cinilo téméF 50 % plvodni davky sledovaného izomeru a muze byt nasledkem
evaporace HCH spole¢né s cinnosti mikrobiologickych spoleCenstev. Pritomnost rostliny
nasledné zvysila ucinnost odstranéni 8-HCH v porovnani s neosazenou kontrolou o 21 - 36
% puvodni koncentrace, pfi¢emz stanovené mnozstvi 5-HCH v rostlinné biomase bylo pouze
do 2,5 % plvodni davky 6-HCH (Obrazek 7).
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V tomto pfipadé tedy nedoslo k zadné vyraznéjsi bioakumulaci sledovaného izomeru.
Moznym vysvétlenim rozdilu mezi aplikovanym mnozstvim 6-HCH a kvantifikovanym &-HCH
v substratu je nepfimy vliv rostliny na odstranéni HCH a to prostfednictvim podpory
rhizosférnich mikroorganismu, fytovolatilizace, ¢&i tvorbou neznamych degradacnich

(mezi)produkta (Amirbekov et al. 2024; Laquitaine et al. 2016; Puentes Jacome et al. 2021).
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Obréazek 7: Uginnost odstranéni (a) a obsah HCH (b) dle jednotlivych potomstev matefskych rostlin

daného genotypu

Ze sledovanych fytohormonu nebyla detekovana IAA a byl pozorovan opacny
koncentraCni trend u JA a SA nez v pfipadé germinaéniho testu, coz svéd¢i o mozné, Casové
zavislé odpoveédi na stresovy stimul prostfednictvim téchto dvou hormont (Obrazek 6). Toto
tvrzeni podporuji zavéry studie autoru Villette et al. (2019), ktefi ve své praci vystavily rostliny
topolu dlouhodobému pusobeni mikropolutantl. Vysledky této studie dokladaji zvysené
hodnoty SA doprovazené snizenou syntézou prekurzorl pro JA jako reakci rostlin na
chronicky stres s cilem zajisténi konzistentnich obrannych mechanismu a rozvoji systémové

ziskané rezistence (Villette et al. 2019).
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4.2.1.3 Zavéry studie

Sledovana koncentrace 6-HCH predstavuje pro sazenice rostlin abioticky faktor, ktery
ma nepfiznivy efekt na morfologické i fyziologické parametry. V této studii bylo prokazano,
ze geneticka predispozice ovliviiuje odpovéd rostlinného organismu na chemickou
slou¢eninu a urcité genetické varianty mohou poskytovat vyhody, které rostlinam umozni
odolavat plsobeni studovanych organochlorovanych pesticidd. Na zakladé vysledku
germinaéniho i fytoremediaéniho experimentu Ize usuzovat, ze vhodnymi kandidaty pro
lokality kontaminované HCH s moznym vyskytem patogenu Phytophthora xalni Ize
povazovat potomstva matefskych stromd Bfezové a Turany. Pfitomny 6-HCH nebo vzniklé
nezjidténé metabolity podporovaly kli¢eni a vyvoj semen genotypu Bfezové. | kdyz ucinnost
odstranovani a fytoakumulace v semenaccich vykazovaly nizSi hodnoty, vliv polutantu na
fytohormonalni systém byl béhem dlouhodobého pokusu nevyznamny, coz by mohlo svédcit
o dlouhodobé prosperité téchto semenackl. Soucasné koncentrace d-HCH v rostlinné tkani
byla druha nejnizsi, coz by mohlo byt vyhodou pfi vyuZitim biomasy pro dal3i ucely (napf.
tvorba biouhlu). Pfestoze u potomkU genotypu Tufany byla negativné ovlivnéna kliCivost,
remediacni ucinnost byla nejvy$Si a v dlouhodobém experimentu nebyl zjiStén statisticky

vyznamny negativni efekt na morfologické parametry.

Potomstva genotypl Bedva a Valtéfov nemuseji byt pro remediace vhodna, a to
z dlvodu vySsSich obsaht 6-HCH v biomase, ¢imz se sniZzuje moznost vyuziti biomasy pro
jiné ucely. Zaroven tato vys$S8i mnozstvi 6-HCH koreluji s negativnim vlivem na sledované
morfologické parametry. U potomstev genotypl Lasenice a Tloskov vykazoval aplikovany
0-HCH negativni efekt na germinacni parametry a pfi dlouhodobé expozici ¢ast semenacku

odumfela, coz je velmi pravdépodobné dusledkem nepfiznivych u€inkd HCH.

and Environmental Safety v publikovaném ¢lanku - KoSkova (Vrchovecka), S., Stochlova, P.,
Novotna, K., Amirbekov, A. & Hrabak, P. Influence of delta-hexachlorocyclohexane (6-HCH)
to Phytophthora xalni resistant Alnus glutinosa genotypes — Evaluation of physiological
parameters and remediation potential. Ecotoxicology and Environmental Safety 247, 114235
(2022). DOI 10.1016/j.ecoenv.2022.114235.
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4.2.2 Vliv stafi olSe lepkavé a mechanického sefiznuti na u€innost

fytoremediace

Jak jiz bylo dfive zminéno v kapitole 2.3.1 s nazvem Fytoremediace, ucinnost
remediace je ovlivnéna vlastnostmi rostlin, podminkami prostiedi i typem a koncentraci
polutantu. Pfedchozi experiment byl zaméfen na hodnoceni vyznamnosti genetické
predispozice olSi spole¢né s vlivem d-HCH na jejich ¢asnou fazi vyvoje. Nasleduji studie je
také orientovana na vlastnosti rostlin a to konkrétné na sledovani zmény v remediacni
ucinnosti pfi pouziti starSich sazenic rostlin, specificky se jedna o jednoleté a dvouleté

sazenice olSe lepkavé.

Druhym sledovanym parametrem byl vliv mechanického sefiznuti na fytoremediacni
ucinnost a na rostliny samotné. Cilem tohoto navazujiciho experimentu je stanoveni
remediacni ucinnosti jednoletych a dvouletych sazenic olSe lepkavé pfi pouziti
kontaminovaného sedimentu z pilotni lokality Hajek a simulovanym zalozenim tzv. ,short
rotation coppice culture®, tedy kefové kultury s opakovanym sklizenim biomasy vzhledem k
jejim teoretickym vyuzitim pro jiné ucely (zdroj biomasy pro spalovny, které jsou vybaveny
dioxinovymi filtry nebo jako vstupni surovina pro vyrobu biouhlu). Majoritnim druhem
studovanym pro podobna fytotechnicka opatfeni je topol, olSe byla zvolena vzhledem k
zaméreni této prace na fytoremediaci s vyuzitim mokfradnich systému pro které topol neni
vhodny. Soucasné si experiment kladl za cil ovéfit vhodnost vyuziti rostlinnych hormonu jako
markeru pro predikci dlouhodobého preziti rostlin, pfipadné vyuzit zmény v hormonalnim

profilu pro detekci kontaminace.

Z predchoziho experimentu vyplyva, ze pfitomnost rostliny zvySuje eliminaci 8-HCH.
Déje se tak, mimo jiné, prostfednictvim podpory pudnich mikroorganisma. Diléim cilem této
Casti disertacni prace byl popis zmén v mikrobialnim zastoupeni v zeminé a v oblasti
rhizosféry, jelikoz zde mize byt vyznamné synergické pusobeni mezi mikrobialni degradaci
HCH a &innosti rostlin, coz mlze pfedstavovat slibny pfistup ke zvySeni u¢innosti remediace
organochlorovanych pesticidi. Pozornost byla zaméfena na lin geny jejichZ produkty koduji

enzymy zodpovédné za degradaci HCH. Konkrétné se jednalo o geny linA, linB a linD.
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Rustovym substratem pro tento experiment byl kontaminovany sediment z pilotni
lokality Hajek obsahujici majoritné e-HCH s 6-HCH spole¢né s minoritnimi koncentracemi a-
HCH a B-HCH vcetné jejich degradaénich produkt (CIB). Tento sediment byl dikladné
homogenizovdn a analyzovan prfed zaCatkem experimentu pro stanoveni pocatecni
koncentrace HCH a CIB. Procentualné byl nejvice zastoupen ¢-izomer (61,2 + 7,2 %),
nasledovany 6-HCH (33,8 £ 4,3 %), B-HCH (4,8 £ 0,4 %) a a-HCH (1,5 = 0,1 %). Koncentrace
sledovanych latek byly vrozsahu od 1,2 az 2 mg-kg?, coZz navazuje na predchozi
fytoremediacni experiment provedeny s olSemi daného matefského genotypu, u kterého
sledovana koncentrace d-HCH v rustovém substratu byla 2 mg-kg™. Kontrolni zemina byla
odebréana v blizkosti kontaminované lokality pro zajisténi co nejvice podobnych pudnich

vlastnosti a zaroven byla ovéfena nepfitomnost HCH a CIB.

Obrazek 8: Zahajeni experimentu - zasazeni jednoletych a dvouletych sazenic a jejich pfipadné
sefiznuti

Do jednotlivych kvétinacld bylo umisténo stejné mnozstvi substratu (kontrolni zeminy
nebo kontaminovaného sedimentu), do kterych byly nasledné zasazeny jednoleté ¢i dvouleté

olSe.
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Polovina sazenic z kazdé vékové skupiny, tedy z kontrolni i ze skupiny exponované
kontaminaci, byla sestfihnuta ve vy$ce 10 cm nad zeminou (Obrazek 8). Celkoveé vznikly Ctyfi
skupiny oSetfeni - kontrolni nesestfihnuta skupina, kontrolni sestfihnutd skupina, HCH
skupina nesestfihnuta a HCH skupina sestfihnuta. Takto pfipravené rostliny byly umisténé

na venkovnim, dobfe osvétlené prostranstvi s dostate¢nou zalivkou.

Soucasti experimentalniho usporadani byl i neosazeny sediment pro kvantifikaci viivu
environmentalnich podminek na odstranéni HCH. Po tfech mésicich byly olSe sklizeny a
spole€¢né se zeminou analyzovany metodou GC/MS pro stanoveni koncentracnich zmén
HCH a CIB. Soucasné byl stanoven hormonalni profil kofenové a listové tkané jednotlivych

skupin.

Pro vizualizaci vysledku a jejich statistické hodnoceni byl pouzit software Origin verze
2019b (OriginLab Corporation, USA) s funkci jednosmérné a dvoucestné ANOVY s hladinou
vyznamnosti a = 0,05. Pfed statistickou analyzou byl pouzit Levenelv test homogenity

rozptylu.

4.2.2.1 Vysledky

V prvé fadé byl sledovan efekt organochlorovaného pesticidu a mechanického
sefiznuti na morfologické parametry a to konkrétné na mnozstvi kofenové a nadzemni
biomasy. Byl zaznamenan Ubytek biomasy v obou pfipadech oSetfeni, ovSem statisticky
vyznamny negativni efekt byl pozorovan pouze u dvouletych rostlin, kdy se projevil vyznamny

Ubytek kofenové biomasy v pfipadé mechanického sefiznuti (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Graf popisujici mnoZstvi rostlinné korenové (a) a listové (b) biomasy v zavislosti na véku
rosltin a typu oSetfeni; dvoucestna ANOVA, hladina vyznamnosti a = 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01;
*** p < 0,001.

Hodnoceni remediac¢ni uéinnosti

Remediacni u€innost byla stanovena na zakladé porovnani vychozich koncentraci
HCH a CIB v ristovém substratu s koncentracemi polutanti po ukonéeni experimentu.
Vysledky tohoto experimentu koreluji se zavéry pfedchozi studie a potvrzuji funkci rostlin
jako remediacniho akceleratoru, ktery zvySuje odstranéni HCH ze sedimentu o 8,8 - 23,4 %
v porovnani s neosadzenym sedimentem, u kterého doslo vlivem environmentalnich
podminek k odstranéni 14,6 + 1,8 % HCH (Obrazek 10a). Dochazi tedy k podpofe odstranéni
nejen v pfitomnosti Cisté 8-HCH ale i v pfitomnosti smési HCH izomer( spole¢né s CIB.
V porovnani s pfedchozim experimentem také dochazi ke zvySené akumulaci HCH
v rostlinné biomase (Obrazek 10b) a to v rozmezi od 6 do 14 % pUvodni davky (v pfedchozim
experimentu se jednalo o maximalné 2,5 % puvodni davky), pficemz nebyl zaznamenan

statisticky vyznamny rozdil mezi jednoletymi Ci dvouletymi rostlinami.
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V pfipadé nesefiznuté skupiny byla remediaéni uc€innost dvouletych olSi vy$Si
v porovnani s jednoletymi olSemi a statisticky vyznamné odliSna od neosazeného sedimentu.
Pfi mechanickém sefiznuti, kdy doSlo k odstranéni vétSiny nadzemni biomasy, byly
pozorovany rozdilné dusledky v zavislosti na stafi rostliny — v pfipadé dvouletych rostlin byl
zaznamenan pokles v remediac¢ni ucinnosti. Naopak u jednoletych ol$i bylo pozorovano

zvySeni remediacni uc€innosti po sefiznuti (Obrazek 10a)).
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Obrazek 10: a) Graf remediacni ucinnosti pro neosazeny sediment a jednotlivé skupiny rostlin; b)
Procentualni obsah HCH v biomase rostlin u skupin rostouci v kontaminovaném sedimentu;
statistické hodnoceni - jednosmérna a dvoucestna ANOVA, hladina vyznamnosti a= 0,05, *
p <0,05; ** p <0,01; ** p < 0,005

V pfedchozim experimentu byla Gc&innost pfisuzovana cinnosti rhizosférnich
mikroorganism, fytovolatilizaci a produkci neznamych degradacnich produkti. Tyto jevy
mohou byt dany do souvislosti s mnozstvim kofenové biomasy. MnozZstvi kofenové biomasy
muze mit pozitivni efekt na mikrobialni konsorcium, protoze pfedstavuje prostor pro uchyceni
mikroorganismu podilejicich se na asimilaci a rozkladu HCH. Snizené mnozstvi kofenové
biomasy u dvouletych olSi, zpusobené pravdépodobné nedostatkem produktl fotosyntézy,
koreluje se snizenou Ucinnosti odstranéni HCH. Soucasné kofenova biomasa muze ovlivnit

pfijem polutantu rostlinou, ¢imz ovliviiuje i navazujici metabolismus ¢i fytovolatilizaci.
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Preferenéné byl ve vzorcich kofenl( nalezen ¢-HCH nasledovany 8-HCH a B-HCH, coz
odpovida zastoupeni HCH v sedimentu na za¢atku experimentu (Obrazek 11). V listové tkani

nebyly detekovany Zadné izomery HCH ani jejich degradacéni produkty.
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Obrazek 11: Primérné procentualni zastoupeni jednotlivych izomer( v susbtratu a rostlinné
biomase vSech skupin

V rdmci tohoto experimentu byly provedeny molekularné genetické analyzy ristového
substratu a rhizosféry pro zjisténi zmén v Cetnosti mikrobialniho zastoupeni. Molekularné
genetické analyzy rastového substratu byly provedeny pfed zahajenim experimentu i na jeho
konci. Na pocCatku experimentu byla &etnost sledovanych genl ve sledovaném
kontaminovaném sedimentu vysoka. Po ukonéeni pokusu nebyla v neosazeném sedimentu
pfitomnost lin gend potvrzena, a naopak v osazenych variantadch exponovanych HCH ¢etnost
sledovanych gend mnohonasobné prekroc€ila plvodni mnozstvi bez ohledu na sefiznuti Ci
stafi rostlin. Dle téchto vysledki Ize usuzovat, Ze samotna pfitomnost rostlin zvySuje ¢etnost

bakterii a to zejména druh( podilejicich se na rozkladu sledovanych HCH.
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Rozdilné vysledky poskytla analyza vzorku rhizosféry, které vykazovaly vysSi
mnozstvi celkové bakterialni biomasy a lin genli nez vzorky ristového substratu. Geny linA
a linD byly v nejvysSi kvantité zachyceny u jednoletych sefiznutych sazenic, coz muze byt
dalSi parametr vysvétlujici vyS$Si uCinnost odstranéni organochlorovanych pesticidu

prostfednictvim této skupiny rostlin.

Vysledky hormonélni analyzy

V pfipadé analyzy rostlinnych hormont byly sledovany koncentraéni zmény zastupc
auxinl, ABA, JA a SA v kofenové i listové ¢asti rostlin. Jak v pfipadé chemického stresu, tak
v pfipadé mechanického sefiznuti rostliny doslo ke kvantitativnim zménam monitorovanych
fytohormonu. Ziskané vysledky byly velice variabilni vzhledem k vysokému mnozZstvi
dostupné biomasy, vzorkovani jejiho malého podilu a nestabilité hormon(. Presto vSak byly
pozorovany souvislosti mezi zmé&nami v hormonalnim systému a stafim rostlin, pfitomnosti
HCH a mechanickym sefiznutim. Snizeni koncentrace IAA oproti kontrolni skupiné bylo
pozorovano v obou pfipadech oSetfeni, coz odpovida pozorovanému snizeni mnozstvi
biomasy vzhledem k funkci IAA jako jednomu z hlavnich rastovych mediatort (Dilworth et al.
2017). ABA byla dalsim sledovanym hormonem, ktery mimo dormanci semen a germinaci,
ovliviiuje osmotickou rovnovahu a hospodareni s vodou prostfednictvim regulace stomat
(Sah et al. 2016). Pfi akumulaci ABA ve svéracich bunkach priduchu dochazi ve spolupraci
s dalSimi elementy signalnich drah k uzavieni stomat, ¢imz se snizi ztraty vody a vzroste
tolerance rostlin k suchu. Pfi dlouhotrvajicich nepfiznivych podminkach dochazi vlivem
pusobeni ABA i ke zméné genové exprese a produkci specifickych antistresovych proteint
(Finkelstein 2013). Pozorované snizené koncentrace ABA v listové biomase mohou mit tedy
za néasledek zvySenou transpiraci rostlin, vy$Si pfijem vody spole¢né s HCH a zvySenou
intenzitu fytovolatilizace. Tyto jevy se nasledné projevi ve zvySeni ucinnosti remediace a

akumulace HCH v rostlinné biomase (Obrazek 10b).

Pozornost dale byla vénovana vztahu mezi JA a SA pfedevSim v listové €asti rostlin,
kde byly zaznamenany vysoké koncentrace téchto fytohormonu. Vysledky naznacuji, ze
reakce na mechanicky stres je realizovana predevsim zvySenou koncentraci JA a snizenim

koncentrace SA a to nezavisle na stafi rostlin.
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V pripadé reakce na chemicky stres se odpovéd lisi - u jednoletych rostlin dochazi
k vyraznému navySeni koncentrace SA doprovazeny mirnym narustem JA, zatimco u
dvouletych byl pozorovan pokles koncentraci u obou téchto fytohormonl. Vysoké
koncentrace SA mohou snizit toxicky u€inek aplikovaného pesticidu v disledku snizeni
oxidacniho stresu spole¢né s naslednym zlepSenim kvality fotosyntetickych pigmentd (Fatma
et al. 2018). Sledovany narlist SA muze tedy v pfipadé jednoletych rostlin zlepSit odolnost
rostlin v&i pesticidiim. Ziskané vysledky také naznacuji cross-talk mezi SA a ABA a také
antagonisticky vztah mezi JA a ABA. V pifedchozim experimentu JA i ABA vykazovaly
synergismus Vv pfipadé kli€eni. V tomto experimentu pfitomny antagonismus potvrzuje
zavislost hormonalniho cross-talku na vyvojovém stadiu rostliny a také cilové strukture. Tento
vztah byl pozorovan jiz dfive u husenicku, kdy bylo prokazano, Ze pfi napadeni rostliny
patogenem v kombinaci s plisobenim sucha je pfednostni signalizace zprostfedkovana ABA
v reakci na abioticky stres (Anderson et al. 2004). Autofi studie si tento jev vysveétluji

lokalizovanym napadenim patogenem.

Vysledky hormonalni analyzy ukazuji, Ze odpovéd rostlin na stresové podnéty je
ovlivnéna stafim rostliny a typem stresu, zarover je komplexni a zahrnuje mnoho vzajemnych
interakci. Pro vizualizaci vysledk hormonalni analyzy a hodnoceni hormonalnich profilt byla
nasledné provedena analyza hlavnich komponent (PCA analyza) separatné pro kofenovou
a nadzemni ¢ast rostliny. U kofenové tkané (Obrazek 12) doslo k rozdéleni vétSiny vysledku
na zakladé pfitomnosti polutanttd (prvni hlavni komponenta, ktera vysvétluje 50,16 %
variability vysledk(), coz je dané pravdépodobné pfimym kontaktem kofenového systému
s kontaminovanou zeminou. Druha hlavni komponenta rozdélila hormonalni vysledky na
zakladé stari rostlin. PCA analyza nadzemni &asti rostlin (Obrdzek 13) ukazala, Ze
hormonalni profil zjistény na zakladé pozorovani 6 zakladnich hormon( je ovlivnén
pfedevSim mechanickym stresem a je nezavisly na stafi i pfitomnosti chemickych latek.
Vzhledem k témto zavérim je obtizné vyuzit sledovani hormonalniho profilu v nadzemni
Casti rostlin v tomto rozsahu pro jiné ucely, napfiklad pro ucely fytoscreeningu, jako metody
detekce kontaminace podpovrchovych vod, a to diky snadnému ovlivnéni hormonalniho
systému podminkami prostfedi (slune¢ni zafeni, povétrnostni podminky aj.), nestabilité
hormonu a jejich rychlé degradaci ¢i modifikaci. Vysledky hormonalni analyzy v8ak poskytuji

poznatky o mechanismech, které jsou zakladem reakce rostlin na kontaminaci HCH.
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Obrazek 13: PCA analyza hormonalnich vysledkt korenové biomasy
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4.2.2.2 Zavéry studie

Tato studie hodnotila vliv dvou parametr( (stafi rostlin a mechanické sefiznuti), které
mohou mit zasadni vliv na Uspésnost fytoremediacnich technik. Bylo potvrzeno, ze jak stafi
rostliny, tak mechanické sefiznuti maji vliv na a¢innost odstranéni HCH z ristového substratu
i pfilem tohoto pesticidu rostlinou. Analyza vybranych fytohormon( prokazala komplexni,
organové a vyvojové odliSné reakce na stresovy podnét. Molekularné genetické analyzy
provedené na vzorcich sedimentu a rhizosféry ukazaly vyznamné zmény v cetnosti
mikrobialniho zastoupeni, pfiemz pfitomnost rostlin vyrazné zvySovala aktivitu bakterii
podilejicich se na biodegradaci HCH, coz potvrdilo, Ze rostliny maji kli¢ovou roli v procesu

fytoremediace.

Na zakladé ziskanych vysledkd chemické a molekularné genetické analyzy jsou pro

Tato studie byla publikovana v ¢asopisu Chemosphere pod ndzvem Synergistic effect
of Alnus glutinosa saplings and rhizosphere microorganisms on organochlorine pesticides
remediation in  contaminated soil Chemosphere 373, 144174  (2025),
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2025.144174. Autofi tohoto C¢lanku jsou Aday
Amirbekov, Stanislava Vrchovecka, Jakub Riha, Stanistaw Wactawek, Alena Sevcd a Pavel
Hrabdk.
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4.2.3 Rozdily v u€innosti fytoremediace jednotlivych izomert HCH

Pfedchozi studie byly zaméfeny na vlastnosti olSe lepkavé, které mohou mit vliv na
remediacni potencial (geneticka predispozice, stafi rostlin a mechanické sefiznuti) a
soucasné byly zaméreny bud pouze na jeden izomer nebo na smés izomeru spolec¢né s jejich
degradacnimi produkty. Tato studie je zaméfena na rozdily v remediacni ucinnosti, pfijmu a
akumulaci jednotlivych izomert HCH rostlinou. Pro tento experiment byly vybrany izomery a-
HCH, B-HCH a 6-HCH. Duvody vybéru téchto tfi izomer( byly nasledujici: vysoké
procentualni zastoupeni a-HCH v technické smési HCH (Willett et al. 1998), prokadzana
perzistence B-HCH (Willett et al. 1998) a dominance ®&-HCH na cilové lokalité Hajek
(Amirbekov et al. 2023). Sou€asné byla provedena hormonalni analyza 72 slouc€enin diky
spolupraci s Laboratofi rastovych regulatortd na Univerzité Palackého v Olomouci s cilem

dikladnéji zmapovat zmény v hormonalnim systému.

Experiment byl zahajen pfipravou rastového substratu. Tento substrat byl pfipraven
smisenim nekontaminované zeminy se standartnim roztokem jednoho ze sledovanych
izomer( na poZadovanou koncentraci 50 mg-kg™. Vy$8i koncentrace aplikované davky byla
zvolena s cilem dosahnout detekovatelnych koncentraci HCH pripadné CIB i v listové Casti
rostlin. Kontrolni skupina byla tvofena pouze zeminou bez pfidavku HCH. Tento experiment
byl proveden se sazenicemi olSe lepkavé, kdy jednotlivé rostliny byly umisténé separatné do
kvétinaCu obsahujici bud kontaminovany nebo nekontaminovany substrat. Experiment byl
proveden v triplikatech pro pokryti biologické variability. Pfipravené kvétinace s rostlinami
byly umisténé na venkovni, slunné prostranstvi, kde byly ponechany po dobu tfi mésicl. Po
ukonceni experimetalni doby byly odebrany vzorky substratu a rostlin a byla zde provedena
analyza HCH a CIB pomoci GC/MS metody. Vzorky rostlin byly zpracovany a analyzovany
pro sledovani kvalitativnich i kvantitativnich zmén v zastoupeni vybranych hormonu. Ve
vzorcich rlstového substratu a vzorcich odebranych z oblasti rhizosféry byla provedena

molekularné geneticka analyza pro monitorovani zmén v ¢etnosti mikrobialniho zastoupeni.

Vliv jednotlivych izomerd HCH na sledované parametry olSi byl hodnocen pomoci
statistického softwaru Origin v.2019b (OriginLab Corporation, USA). V tomto pfipadé byla
pouzita jednocestnd ANOVA a post hoc test (Tukey test), pfi€emz pfed analyzou byla
vSechna data podrobena testu homogenity rozptylu (Levendv test). VSechny statistické

analyzy byly provedeny na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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Data pro fytohormonalni analyzu byla nejprve logaritmicky transformovana a poté podrobena
analyze hlavnich komponent, aby byla popsana obecna struktura dat. Neparametricky Mann-
Whitneyuv test byl poté pouzit k vypocétu vyznamnych rozdild v obsahu fytohormont mezi

rostlinami kontrolni skupiny a skupiny oSetfené HCH.

4.2.3.1 Vysledky
Stanoveni remediac¢ni u¢innosti

Uginnost odstranéni HCH se lisila v zavislosti na typu izomeru, pfi¢emz nejvy$si
ucinnosti byly pozorovany pro B-HCH (90,3 %), nasledované a-HCH (64,9 %) a 6-HCH
(57,1 %). V tomto experimentu bylo pfekvapivé odstranéno vysoké mnozstvi izomeru 3-HCH,
coz je v rozporu s jeho perzistentnimi vlastnostmi. | pfesto vSak existuji studie, které rovnéz
pozorovaly vysok& procenta odstranéni tohoto perzistentnino izomeru. PFi realnych
koncentraénich drovnich B-HCH (10 pg-L?) v mokifadnim systému osazeném nékolika
rostlinnymi druhy (Acorus calamus, Canna indica, Thalia dealbata, Pontederia cordata) byla
ucinnost odstranéni B-HCH v rozmezi 90,9 az 98,2 % (Chen et al. 2021). Rozdilné uginnosti
pro dané izomery jsou ovlivnény fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi jednotlivych izomert
a to predevsim lipofilitou, rozpustnosti a t€kavosti. Nejvice lipofilnim izomerem je &-HCH
s Kow = 4,14. Lze tedy predpokladat jeho zvySenou vazbu na organickou slozku pudy
provazenou snizenim biologické dostupnosti pro rostliny ¢i mikroorganismy (Bianconi et al.
vysrazeni této latky, které nasledné ovlivni jak dostupnost pro rostliny a mikrobialni
degradaci, tak tvorbu degradacnich produktl i analyticka stanoveni. V porovnani s prvnim
experimentem (kapitola 4.2.1) provedenym s 8-HCH je u€innost odstranéni nizsi. Tento rozdil
muze byt zplsobem rozdilnym obsahem organické hmoty v rastovéem substratu Ci
koncentraci pesticidu. Pfitomnost CIB byla zaznamenana v zeminé vsech ftfi variant -

nejvyssi koncentrace CIB byly nalezeny u a-HCH, nasledné u 3-HCH a nejniz8i 8-HCH.

Zajimavé zjisténi pochazelo z molekularné genetickych analyz. Sledované lin geny
byly zaznamenany ve vzorcich zeminy i rhizosféry, pfi€emz gen linB byl detekovan v nejvyssi
kvantité a to predevsim u varianty exponované B-HCH, coz koreluje s vysokou Uc&innosti
odstranéni tohoto izomeru. Oproti pfedchozi studii byly geny linA a linD v fadé vzorkd pod
limity kvantifikace metod, pfipadné byly pfitomné v nizkych koncentracich.
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Nizk& koncentrace CIB m(ze svédgit o rychlej$i degradaci B-HCH. Casna degradace B-HCH
transpiraci a/nebo volatilizaci, pfipadné mlze vést k dalSimu metabolismu, coz se tedy
projevi nizkymi koncentracemi téchto sledovanych metabolitl. Nelze také vylougit tvorbu
neznamych degradaénich produktt v celém fytoremedianim systému. Ve varianté
exponované B-HCH a &-HCH byl také detekovan izomer a-HCH. Tato studie vSak
neumoznuje lokalizovat pfesné misto a procesy, které by mohly vést k transizomeraci téchto

izomeru na detekovany a-HCH.

Stanoveni HCH v rostlinné biomase

Po skonceni experimentu byly rostliny sklizeny a rozdéleny na jednotlivé casti
(kofeny, kmeny, vétve a listy), které byly zpracovany pro GC/MS analyzy dle kapitoly 4.1.3.
Chovani vSech HCH izomer( vykazovalo obdobny vzorec - nejvétsi podil aplikované davky
HCH zustal navazany v kofenové biomase. Nasledné pro a a & izomer byly pozorovany vyssi
koncentrace pesticidu ve vétvich nez v kmenech a listech. U téchto dvou izomer( Ize tento
trend vysvétlit vysSi hodnotou tlaku par (Baladzs et al. 2018), kdy dochéazi k pfijmu téchto
izomer( prostfednictvim transpiraCniho proudu a postupné volatilizaci z listové plochy.
Fyzikalni konstanty jednotlivych izomert jsou uvedeny v Tabulce 6. Detekované koncentrace
HCH i CIB jsou uvedeny na Obrazku 14.

Tabulka 6: Fyzikalni konstanty jednotlivych izomert (ATSDR 2005)

a-HCH B-HCH y-HCH 5-HCH
CAS 319-84-6 319-85-7 58-89-9 319-86-8
Rozpustnostyoda 10 ppm S5ppm 17 ppm 10ppm
Rozpustnostetanal 1,89/100 g 1,19/100 g 6,4 9/100g | 24,49/100 g
Logkow 3,8 3,78 3,72 4,14
Tenze par (Pa) 0,006 0,00005 0,0013 0,005
Henryho konstanta 6,86 x 106 45 x 107 3,5x10° 2,1 x107
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a-HCH

1506 + 138 ng-g’

9839 + 1895 ng-g”

\l/
N2

o

ZiS

B-HCH

1023 + 320 ng+g"

561 + 270 ng-g"’

2677 + 845 ng-g’ 273 + 60 ng-g"'

7991+ 465 ng+g" 899 + 125 ng+g" 1135+ 384 ng-g’ 121 +112ng-g’
11859+ 1113 ng-g” 803 + 341 ng-g” 3646 +1423ng-g’ 18+12ng-g’
Koncentrace HCH Koncentrace CIB Koncentrace HCH Koncentrace CIB

6-HCH

1916 + 1004 ng*g"
5469 + 1344 ng-g”

1109 + 776 ng-g"’

117914 + 54 061 ng-g" 8+1ng-g"

14 741+ 6069 ng-g’ 17 +7 ng+g’

Koncentrace HCH Koncentrace CIB

Obrazek 14: Koncentrace HCH a CIB v jednotlivych ¢astech rostlin a rustovém substratu pro dané

izomery

Vysledky hormondélni analyzy

V pfipadé hormonalni analyzy bylo sledovano 72 sloucenin, které zahrnovaly jak
fytohormony, tak jejich nejvyznamnéjSi metabolity z osmi zakladnich skupin. Vysledky této
analyzy jsou znazornéné na Obrdzku 15. Jsou zde 4 grafy typu volcano znazorfujici
jednotlivé rostlinné hormony jako jednotlivé body rozdélené dle koncentraénich rozdili mezi
kontrolni a oSetfenou skupinou (vodorovna osa) a zaporného logaritmu p-hodnoty vypoctené
Mann-Whitneyho testem (svisla osa) a to dle pfislusné rostlinné ¢asti. Uvniti kazdého grafu
se nachazeji modré ramecky znazornujici distribuci dat tykajici se rostlinnych hormonu, které
se nejvyznamnéji liSi dle -log10 p-hodnoty.
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Obrazek 15: Viiv HCH na koncentraci fytohormon( v ruznych &astech olSe lepkavé: (a) vétve, (b)

kmen, (c) listy a (d) kofeny; hladina vyznamnosti a= 0,05 (znazornéna jako prerusovana vodorovna
linie); *p < 0.05; ** p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0,0001
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Nejvétsi rozdily v koncentracich fytohormonu byly pozorovany mezi jednotlivymi
organy stromku, coz je pravdépodobné zplsobeno rozdily ve funkci organu a vyvojovymi
zakonitostmi v ¢ase a prostoru. Napfiklad kofeny vykazovaly napadné hladiny 2-methylthio
citokininu a indol-3-acetamidu, které slouzi jako indikatory bakterialni aktivity (PodleSakova
et al. 2013). Nejvys$Si koncentrace bioaktivni IAA a vétSina citokininl byla zjisSténa v kmenech
stromku, pravdépodobné proto, ze homeostaza mezi auxiny a citokininy v kmeni reguluje
riizné fyziologické funkce, véetné apikalni dominance (Kotov et al. 2021). Ve vSech organech
byly hladiny citokinin(i obecné sniZzeny u ol$i péstovanych v kontaminované ptdé, a to bez
ohledu na pouzity izomer HCH. Toto snizeni mizZe souviset s €asnou senescenci jako reakci
na stres vyvolany fytoremediacnimi snahami (Ha et al. 2012). Pozoruhodné je, ze
isopentenyladenin a isopentenyladenosin v kmenech stromku vykazovaly vyjimky z tohoto
trendu, coz pravdépodobné souvisi s transportnimi mechanismy citokinin (Zurcher et al.
2016; Osugi a Sakakibara 2015). Kromé téchto vysledkl zde byly pozorovany zmény
v koncentracich dfive sledovanych stresovych hormont - JA, SA i ABA. Byl pozorovan narast
SA spolecné s antagonismem mezi JA a ABA. Pravdépodobné dochazi k aktivaci obdobnych
signalizacnich drah jako v pfedchozich experimentech. Mimo tohoto vztahu byl pozorovan i
antagonismus mezi ABA a gibereliny, kdy snizeni koncentrace ABA vysvétluje narlst hladin

giberelind v rostlinné biomase (Yuan et al. 2011).

4.2.3.2 Zavéry studie

Tato studie poukazala na rozdily v u€innosti odstranéni zplisobené izomerii HCH.
Prekvapivé zde nejvySSi uspésnost vykazovala varianta obsahujici B-HCH. Tato vysoka
ucinnost korelovala s vysokou abundanci linB genu mikroorganismu v ristovém substratu
ale vzhledem k fyzikalné chemickym vlastnostem tohoto izomeru muze byt tento experiment
do urcité miry také ovlivnén omezenou rozpustnosti B-HCH a jeho vysrazenim v ristovém
substratu. | pfesto, Ze substrat byl pfed samotnou analyzou zhomogenizovan, vzorkovani
malého podilu substratu maze mit vliv na analyticka stanoveni HCH a CIB. Urcita podobnost
byla pozorovana v pfijmu a distribuci izomerd a-HCH a &-HCH. Aplikaci vysokych
koncentraci izomeri bylo potvrzeno, Ze vybrané olSe mohou dlouhodobé prezit
v kontaminované oblasti a zaroven tim bylo umoznéno detekovat sledované latky
v jednotlivych &astech rostlin. Pfesto tyto vysoké koncentrace nejsou z environmentalniho

hlediska pfili§ relevantni.
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Z hormonalni studie vyplyva zaveér, Zze hormonalni profil se odviji od typu rostlinného
organu a jeho funkce, ¢imz je podminéna i reakce na pfitomné polutanty. Byl zde potvrzen
jiz dfive zmifovany cross-talk mezi jednotlivymi stresovymi hormony (SA, JA, ABA) ale
souCasné zde byly zaznamenany koncentraéni zmény ve skupiné cytokinin a giberelint
zpusobené pritomnosti HCH. Presto vSak nebyl pozorovan rozdil v hormonalnim zastoupeni

podminény izomerii HCH.

Podrobnéjsi informace k této studii Ize nalézt v publikaci Assessing HCH isomeru
ptake in Alnus glutinosa: implications for phytoremediation and microbial response. Autofi
této publikace jsou Aday Amirbekov, Stanislava Vrchovecka, Jakub Riha, lvan Petfik, David
Friedecky, Ondfej Novak, Miroslav Cernik, Pavel Hrabak a Alena Sevcl publikované ve
Scientific Reports (2024) 14:4187; https://doi.org/10.1038/s41598-024-54235-1.
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4.2.4 Bioakumulace a metabolismus HCH vybranymi rostlinnymi druhy
spole¢né s hodnocenim vlivu koncentrace HCH na ucinnost

fytoremediace

Dosud byla sledovana uc&innost odstranéni HCH, pfipadné pfijem tohoto
organochlorovaného pesticidu olSemi v zavislosti na jejich genetické vybavé a stafi,
pfitomnosti mechanického sefiznuti pfi vytvoreni kefové kultury s opakovanym sklizenim
biomasy, €i na izomerii HCH. V nasledujici kapitole je pozornost vénovana rozsahlému
experimentu, ktery je zaméfeny na porovnani fytoremediacni Ucinnosti mezi nékolika
rostlinnymi druhy pfi pusobeni 6-HCH nebo t-HCH a to ve tfech rGznych, environmentalné

relevantnich koncentracich.

Tato studie predstavuje rozsahly laboratorni experiment zaméfeny na akumulaci a
metabolismus HCH v hojné vyuzivanych, mokfadnich rostlinach (sitina rozkladita, orobinec
Sirokolisty, rAkos obecny) (Brankovic et al. 2018; Machado et al. 2020; Haghnazar et al. 2023;
Mohsin et al. 2023) v porovnani s dosud sledovanou olSi lepkavou. Tento experiment byl
provadén v ristovych komorach se specificky definovanymi podminkami prostfedi pro
eliminaci environmentalnich vlivd na sledované parametry. Béhem tfimési¢ni expozice byly
méfeny morfologické (biomasa, vySka, relativni obsah chlorofylu) a fyziologické (méfeni
fotosyntézy - rychlost fotosyntézy, stomatalni vodivost, transpirace a transpirace ve tmé)
parametry pro posouzeni vlivu HCH na rlst rostlin. Tento test si zaroven kladl za cil
monitorovat metabolismus téchto rostlin prostfednictvim necilené analyzy s cilem identifikace
degradacnich produktl HCH, které by mohly objasnit metabolismus HCH v rostlinné
biomase. Soucasné prostfednictvim necilové analyzy je mozné ziskat informace ohledné
zmén v sekundarnim metabolismu rostlin vyvolany pfitomnosti organochlorovaného
pesticidu, které by mohly souviset s odolnosti vybranych rostlin vi¢i chemickému stresu. Na
zakladé vysledku pfedchozich experimentl nebyla provedena cilovd hormonalni analyza.
Béhem predchozich experimentd byla popsana zakladni hormonalini reakce studovanych
olSi, ktera je nezavisla na izomerii & koncentraci HCH, hormonaini profil nadzemni Casti je
spiSe ovlivnén environmentalnimi podminkami, tudiz vyuZitelnost pro fytoscreening je

omezena a soucasné je zde problematika nestability hormon( pfi analytickém stanoveni.
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Pro experiment byly vybrany mokfadni rostliny - sitina rozkladita, orobinec Sirokolisty,
arakos obecny. Na zakladé vysledkl predchozich experimentu byly do experimentu zahrnuty
i jednoleté olSe. Tyto olSe byly potomky matefskych stromu Valtéfov a Bfezova, u nichz byla
diive prokazana schopnost tolerovat pfitomnost HCH (genotyp Bfezova) a schopnost
bioakumulace HCH (genotyp Valtéfov) (KosSkova et al. 2022). Jednotlivé rostliny byly
umistény do separatnich kvétinacu, ve kterych byly opakované exponovany t-HCH nebo
O-HCH ato v koncentraci 20, 200 nebo 1000 ug-L™*. Celkové byly rostliny vystaveny ptsobeni
24 ug, 240 ug, 1200 ug HCH. Soucasti experimentalniho nastaveni byly kontrolni skupiny -
rostliny bez aplikace HCH a také neosazeny substrat vystaveny pfislusnému HCH o urcité
koncentraci s cilem pozorovat vliv padni mikrobioty na odstranéni HCH a tvorbu
degradacnich produktll bez kooperace s rostlinami. Dokoncené pfipravy rostlin pfed

zahajenim experimentu jsou zobrazeny na Obrazku 16.

Obrazek 16: Pripravené rostliny v ristovém substratu pfed zahajenim experimentu

Béhem expozi¢ni doby byly u vSech rostlin méfené morfologické i fyziologické
parametry. Jednalo se o méfeni vySky, vahy, prdméru stonku rostlin, obsahu chlorofylu a
fotosyntetickych parametri (rychlost fotosyntézy, stomatalni vodivost a transpirace). Po
ukonc&eni pokusu byly méfeny koncentrace HCH v rastovém substratu i kofenové a nadzemni
Casti rostlin. Sou€asné byl rostlinny material analyzovan necilovou analyzou pro sledovani

zmeén v sekundarnim metabolismu a metabolickych pfemén HCH.
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Pro analyzu a zobrazeni vysledk( byl pouzit statisticky software Origin v.2019b
(OriginLab Corporation, USA). Pro hodnoceni sledovanych parametrii byla pouzita
jednocestna ANOVA a post hoc test (Tukey test), pfiCemz pfed analyzou byly v§echna data
podrobena testu homogenity rozptylu (Levenuv test). Hladina vyznamnosti a byla opét

stanovena na hodnotu 0,05.

4.2.4.1 Vysledky

Vysledky sledovanych morfologickych i fyziologickych parametru jsou velice variabilni
a ve veétsiné pfipadl zde neni statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti a = 0,05
mezi skupinou oSetfenou t-HCH ¢&i 6-HCH na jakékoliv koncentraci a skupinou kontrolni.
Presto Ize pozorovat urcité trendy. Obdobné jako v prvni studii (KoSkova et al. 2022) i v tomto
experimentu doslo v pfipadé olSi vystavenych plasobeni HCH ke zvySeni celkové biomasy
oproti kontrolni skupiné. Vysledky naméfenych hodnot biomasy jsou uvedeny na Obrazku
17. DalSim sledovanym parametrem byl relativni obsah chlorofylu (Obrazek 18), ktery byl
negativné ovlivnén, ale bez statistické vyznamnosti. Nejvyznamné&jsi pokles byl pozorovan u
rakosu obecného. Ziskané vysledky koreluji se zavéry studie autor Faure et al. z roku 2012.
V této studii autofi vystavili rostliny rakosu puasobeni CIB a HCH s cilem monitorovat
fytotoxicitu téchto latek, pficemz pozorovali vyznamny pokles koncentrace chlorofylu. Pokles
koncentrace chlorofylu mize byt dan i do souvislosti s pozorovanym nepfiznivym efektem
HCH na sledované fotosyntetické parametry. Vzhledem k Casové naro€nosti analyz byla
fotosynteticka méfeni provedena vzdy tfikrat na jedné rostliné daného druhu z dané skupiny
a tudiz pozorované hodnoty nezahrnuji biologickou variabilitu. Proto vysledky téchto analyz
maji byt povazovany spiSe za prvotni screening vlivu chemické latky na zkoumané druhy
rostlin. Pro ilustraci jsou na Obrazku 19 uvedeny hodnoty maximalni rychlosti fotosyntézy

(Amax) za podminek saturaéniho ozareni.
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Obrazek 17: Celkova biomasa pro vSechny druhy rostlin a) oSetfené 6-HCH; b) o3etfené t-HCH; JE
- sitina rozkladita, TL -orobinec Sirokolisty, PA - rdkos obecny, AG - olSe lepkava; Statistické
hodnoceni: jednosmérna ANOVA, hladina vyznamnostia = 0,05; *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001

a) b)
80 1 I Kontrolni skupina 80 I Kontroini skupina
TR 20l
200 Lt [ J200pL?
5 [ J1000 pu.L* S [ Jio00pL™*
>60+ > 60
o o
o o
< <
[8] J[ o }
< <
S 40 4 J[ } ® 40
o o
o o
= =
= >
e g
T 20 - & 20+
& 20 & 20
ol Nid= oL Ml &
JE TL PA AG JE TL PA AG

Obrazek 18: Relativni obsah chlorofylu pro vSechny druhy rostlin a) oSetfené 6-HCH; b) oSetrené t-

HCH; JE - sitina rozkladita, TL -orobinec Sirokolisty, PA - rdkos obecny, AG - olSe lepkava; Statistické

hodnoceni: jednosmérna ANOVA, hladina vyznamnosti a = 0,05; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Obrazek 19: Maximalni rychlost fotosyntézy za satura¢nich podminek pro vSechny druhy rostlin a)
oSetiené 6-HCH; b) oSetrené t-HCH; JE - sitina rozkladita, TL - orobinec Sirokolisty, PA - rakos
obecny, AG - olSe lepkava; Statistické hodnoceni: jednosmérna ANOVA, hladina vyznamnosti
a=0,05; *p <0,05, *p <0,01, *** p <0,001.

Hodnoceni remediaéni uc¢innosti

Izomery HCH a souvisejici CIB metabolity byly stanoveny v ristovém substratu i
rostlinné biomase. Odstraniovani izomert HCH ze substratu zavisi na chemickém slozeni
substratu, koncentraci HCH a druhu rostliny. Kontrolni neosazena pada poskytla informace
o chovani HCH v rstovém substratu za experimentalnich podminek. Pokles koncentrace
HCH byl pfisuzovan biotické i abiotické degradaci, odpafovani i adsorpci na samotny
material kvétinacl. Prdmeérna procentualni hodnota odstranéni HCH v téchto kontrolach
¢inila pfiblizné 25 % puvodni davky 6-HCH a 15 % puvodni davky v pfipadé t-HCH. V pfipadé
rostlinnych druhut bylo stanoveno mnozstvi HCH v pudé, kofenech a nadzemnich ¢astech a
na jejich zakladé bylo odhadnuto chybéjici mnozstvi HCH odectenim téchto hodnot od
celkového mnozstvi aplikovaného HCH. Tato mnozZstvi byla pravdépodobné odstranéna jiz
difive zminénymi procesy (transformace a degradace c&innosti rhizosféry nebo samotné
rostliny, fytovolatilizace aj.). Ziskané vysledky (uvedeny na Obrazku 20 a 21) ukazuji, ze
pfitomnost rostliny ve vétSiné pfipadu podpofi odstranéni HCH z rGstového substratu. V
pfipadé expozice rostlin 6-HCH je u€innost odstranéni vy3si nez v pfipadé vystaveni rostlin

smési izomert HCH.
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Obréazek 20: Uginnost odstranéni 6-HCH u vsech rostlinnych druhi (JE - sitina rozkladita, TL -
orobinec Sirokolisty, PA - rdkos obecny, AG - olSe lepkava); statistické hodnoceni pritomnosti rostlin
ve srovnani s neosazenou kontrolou: jednosmérna ANOVA, hladina vyznamnosti a = 0,05; *p < 0,05,
**p < 0,01, *** p < 0,001
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Obréazek 21: Uginnost odstranéni t-HCH u v$ech rostlinnych druhti (JE - sitina rozkladita, TL - orobinec
Sirokolisty, PA - rakos obecny, AG - olSe lepkava); statistické hodnoceni pfitomnosti rostlin ve srovnani
S neosazenou kontrolou: jednosmérna ANOVA, hladina vyznamnosti a = 0,05; * p < 0,05, **p < 0,01;
%k 1y < 0,001

Dulezitym faktorem, ktery se mGze podilet na odstrafiovani HCH, je struktura kofenu.
Orobinec spole¢né s rakosem patfi do skupiny rostlin s rhizomatickym kofenovym systémem
(Prathna 2021), zatimco sitina rozkladita je klasifikovana jako rostlina s hlubokym vlaknitym
kofenovym systémem (Mohlenbrock 1989). Rostliny s hlubokym vlaknitym kofenovym
systémem maji vyhodu vétsiho povrchu, ktery predstavuje vétsi prostor pro uchyceni
mikroorganism( podilejicich se na asimilaci a degradaci kontaminanti (Prathna, 2021).
Mikroorganismy tedy predstavuji dalSi vyznamny prvek ovliviiujici odstranéni chemickych
latek z prostredi, pfi€emz individualni vliv rostliny bez rhizosférnich mikroorganisma nelze
plné definovat. Provedeny pokus autorl Liu et al., publikovany v roce 2021, byl uskute¢nén
ve sterilnich podminkach a jeho vysledky odhalily pfitomnost endofytickych bakterii a
mikroorganismu( na povrchu kofenl. Autofi této studie dodavaji, ze neni mozné urcit presny

mechanismus transformace HCH.
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DalSim prvkem ovliviiujicim uc€innost odstranéni mohou byt rostlinné exudaty, kdy
produkce a slozeni téchto exudatll maze ovliviiovat rhizosférni bakterie, které jej vyuzivaji
jako zdroje nutrient (Hayat et al. 2017) nebo exudaty mohou ovliviiovat pH prostfedi (Singh
et al. 2023). Rostlinné exudaty také mohou podporovat desorpci lipofilnich polutantt
z rGstového substratu. Tyto vlastnosti byly prokazany ve studii zamérené na obohaceni pudy
kontaminované HCH pfirozenymi nebo umélymi kofenovymi exudaty, kdy byla prokazana
zvy$ena desorpce kontaminantu z pdy, coz maze ovlivnit biologickou dostupnost a nasledné
degradacni procesy (Rodriguez-Garrido et al. 2020). Na zakladé uvedenych vysledkl tedy
muze hrat mnozstvi kofenové biomasy, slozeni a mnozstvi exudatl i povrch kofent zasadni
roli pfi odstranovani HCH. Soucasné u obou typl kontaminace byla pozorovana nejvyssi
ucéinnost u koncentrace 200 ug-L™. Koncentrace polutantu je jednim z faktoru, které také
ovliviiuji remediacni uc€innost. Tato skute¢nost byla popsana ve studii autordl Roy et al. z roku
2023. Zavéry studie Ize aplikovat i na vysledky predkladaného experimentu, kdy pfi nizké
koncentraci HCH pravdépodobné nedochazelo k aktivaci potfebnych degradac¢nich enzymd,

zatimco pfi vysoké koncentraci pesticidu se jiz projevil negativni efekt na rostliny.

Stanoveni HCH v rostlinné biomase

Izomery HCH spole¢né s jejich degradacnimi produkty byly stanovovany v kofenové
a nadzemni Casti v8ech rostlin. Ziskané vysledky pro oba typy chemické expozice, vSechny

koncentrace i rostlinné druhy jsou uvedené v Tabulce 7.
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Tabulka 7: Koncentrace 6-HCH a t-HCH v rostlinné biomase

\l//
Nz
T

Koncentrace o-HCH t-HCH
RO;:SE”)’/ HCH Kofeny Nadzemni ¢ast Kofeny Nadzemni ¢ast
gL [ug-kg™] [ug-kg™] [ug-kg™] [ug-kg™]
20 140 + 20 66 + 2 9.8+0.2 46 £ 4
JE 200 830 + 90 408 + 26 672 +13 260 = 77
1000 3600+ 210 1630 + 150 4249 + 84 820 + 120
20 42 + 10 5117 35+05 20+ 4
TL 200 348 + 30 208 + 62 382 +13 77 £45
1000 1610 + 220 459 + 98 338344 451 £ 63
20 457 £ 16 29 + 6%, 13 £ 5** 45+ 2 32 + 13*; 51 + 15**
AG 200 2099 +13 406 £ 19*; 33 £ 2** 1129+ 30 145 + 45%; 227+ 9**
1000 12500+1500 270N 9% | qo3gpzs  LATOEIONNOTTE
20 79 £ 15 1195 89+05 101 +24
PA 200 648 + 25 760 + 85 989 + 70 210+ 70
1000 3170 £ 280 1900 + 230 5171 +£179 820 + 119

* hodnoty HCH pro stonky; **hodnoty HCH pro listovou ¢ast

Vysledky ukazuji, Ze pfijem izomerd HCH je zavisly na aplikované davce - ¢im vySsi
davka pesticidu byla aplikovana, tim vy8Si koncentrace byly nalezeny v kofenové i nadzemni
tkéni rostlin. Sestupné poradi rostlinnych druht dle koncentrace HCH bylo nasledujici: olSe
> sitina > rakos > orobinec pro & izomer; olSe > rakos > sitina > orobinec pro t-HCH. V pfipadé
expozice rostlin & izomeru byly zaznamenany také izomery a-HCH, f HCH a y-HCH. Tyto
izomery byly zjistény u vSech druhu rostlin pfi dvou nejvysSich expozi¢nich koncentracich v
rozmezi 0,01 - 0,10 % a-HCH, 0,3 - 6,1 % B HCH, 0,01 - 0,08 % y-HCH aplikované davky.
Vyznamnéji byl zastoupen 3 HCH, ktery dokonce vykazoval koncentraéni trend v zavislosti
na aplikované davce. Pro vylou€eni faleSné positivnich vysledkd byly analyzovany zasobni

roztoky pesticidd pouzivanych béhem experimentu.

Souc€asné byly vzorky &6-HCH

obsahujici t-HCH byl zpracovavan oddélené, aby se zabranilo prenosu izomerl mezi
jednotlivymi skupinami.
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V analytické ¢asti byly pouzity vnitfni kontroly a blanky pro ovéfeni, ze béhem analyzy
nedochazi k pfenosu sledovanych latek mezi analyzami (tzv. carryover). S vysokou
pravdépodobnosti zde tedy dochazi k transizomerizaci 8-HCH, pfi€emz vSak experimentalni

provedeni neumoziiuje stanovit pfesny bod, kde dochazi k této transizomeraci.

Na rozdil od ristového substratu, byly v kofenech zaznamenany degradacni produkty
HCH (1,3-diCIB). Pfitomnost metabolitu ukazuje, Ze HCH mohly byt v rhizosféfe degradovany
rhizosférni mikrobiotou (Cuozzo et al. 2018) v mozné interakci s rostlinnymi exudaty a
nasledné pfijimany rostlinami. Alternativné by k degradaci HCH a tvobé CIB mohlo dochézet
pfimo v biomase kofenu. V pfipadé kofenové tkané rostlin ve skupiné exponované t-HCH
nebyl pozorovan vyrazny preferenéni pfijem urcitych izomeru. Pfesto bylo zaznamenano, ze
u nizSich expozi¢nich koncentraci byla v kofenech vys3i koncetrace 6-HCH a (B-HCH.
Zvysené mnozstvi 6-HCH Ize odulvodnit jeho vysokou lipofilitou (ATSDR 2005) a tedy
prednostni vazbu na lipidovou vrstvu kofene (Burken a Schnoor 1998). ZvySena akumulace
B izomeru byla jiz dfive pozorovan u jinych rostlinnych druht a je pfisuzovana hydrofébnimu
rozdéleni mezi povrch kofene a vodny roztok pesticidu (Calvelo Pereira et al. 2006; Mamirova
et al. 2021). Analyza nadzemni Casti rostlin potvrdila transport HCH transpiracnim proudem,
pficemz stanovené koncentrace byly ve vétSiné pfipadu nizSi, nez v kofenové tkani.
V nadzemnich ¢astech rostlin byly zaznamenany pfedevSim izomery a-HCH a &-HCH.
Analyzovany byly i kontrolni skupiny rostlin (bez expozice HCH) pro vylou€eni kontaminace
prostfednictvim cirkulace vzduchu, odpafeni HCH a jeho znovu nasorbovanim na listové
plochy rostlin. Izomery a-HCH a 8-HCH maji podobné fyzikalni vlastnosti, konkrétné tenzi
par, ktera je zodpovédna za translokaci latek do nadzemnich &asti rostlin (Balazs et al. 2018;
Chaudhry et al. 2002). Tyto zavéry koresponduji s dfive publikovanymi vysledky studie
biotransformace a-HCH a B-HCH v pSenici (Liu et al. 2021). Nadzemni &asti vSech druhu
rostlin obsahovaly 1,3-diCIB. JelikoZ bylo mozné u ol8i analyzovat stonky a listy zvlast, bylo
mozné pozorovat vysoké koncentrace 1,3-diCIB ve stoncich a naopak nizké koncentrace
v listech. Tento trend Ize vysvétlit transpiraci rostlin a postupnou volatilizaci degradac¢niho
produktu z listové plochy. Sou€asné bylo pozorovano, ze nejvyssi koncentrace 1,3-diCIB byly
pozorovany ve skupinach vystavenych koncentraci 200 pg-L* puvodni davky HCH. Lze tedy

predpokladat, Ze pfi této urovni kontaminace dochazi k nejvyssi degradaci HCH.
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Necilova analyza - dasledky pfitomnosti HCH

Necilova analyza byla provedena v rostlinném materialu s cilem monitorovat zmény
v sekundarnim metabolismu vybranych rostlinnych druhti a metabolismus HCH po expozici
t-HCH. Tento typ oSetfeni byl vybran z divodu, Ze ve vétSiné pfipadu se v prostfedi
nevyskytuje kontaminace pouze jednim izomerem, ale vétSinou je pfitomna jejich smés.
Rostlinny material pro tuto analyzu byl zpracovan a analyzovdn metodami popsanymi v

kapitole 4.1.2 Necilova analyza.

Vysledky této analyzy ukazuji jasnou diferenciaci v produktech sekundarniho
metabolismu mezi kontrolni a o$etfenou skupinou u olSi a sitiny. V pfipadé rakosu a orobince
je tato diferenciace neuplna. U vSech studovanych druhu rostlin byla navic zjisténa vysoka
kvalitativni rozmanitost polyfenoll. Byly identifikovany slouéeniny jako kyselina
chlorogenova, neochlorogenova a ferulova. DalSimi vyznamnymi zastupci byly flavonoidy
(kvercetin, kvercitrin, dihydrokvercetin, luteolin, naringenin, genistein, orientin, astragalin a
myricetin), tfisloviny, triterpenoidy (kyselina betulinova a betulin), dihydrochalkon (chlorizin)
a fenolove diterpeny (karnosol a kyselina karnosova). Luteolin, kvercetin a kvercetin-3-O-
glukosid byly nalezeny u v§ech analyzovanych druht rostlin. Zmény v relativnim zastoupeni
téchto latek jsou znazornény na Obrazku 22. Luteolin byl v nejhojnéjSim mnozstvi u sitiny a
méné u ostatnich zkoumanych druhl. Naopak kvercetin a jeho glukosid byly u tohoto
rostlinného druhu zastoupeny v nejmenSim mnozstvi ve srovnani s ostatnimi druhy, ale
obsah kvercetinu byl oproti kontrole zvySen. Pfedchozi studie naznacuji, Ze volny kvercetin
ma vy3Si antioxidacni aktivitu diky pfitomnosti 3-OH skupiny, ktera v tomto procesu zfejmé
hraje vyznamnou roli (Batiha et al. 2020), protoze pusobeni HCH ¢&i jeho degradacnich
produktd vede ke zvySené produkci reaktivnich forem kysliku (Faure et al. 2012; Miguel et
al. 2012; Liu et al. 2005; Sinha 2002). Za predpokladu, Ze rostliny syntetizuji vy$$i mnozstvi
flavonoidu jako nastroj kompenzace oxidaCniho stresu a jejich vy$8i mnozstvi dava rostliné
Sanci pfizpusobit se chemickému stresu, pak by bylo vhodné tyto druhy vybrat pro
kontaminované oblasti. Na zakladé ziskanych udaji popisujicich mnozstvi flavonoidu a jejich
zmeény v pfipadé expozice t-HCH se jako vhodni kandidati jevi rakos obecny a olSe lepkava.
Je v8ak tfeba zduraznit, Ze sekundarni metabolismus rostlin je velmi riznorody a €asto
druhové specificky. Slou€eniny nalezené u vSech studovanych druht reagujicich na t-HCH
sice nemusi byt nejvhodnéjSimi markery chemického stresu, ale mohou poskytnout prvotni

informace tykajici se metabolickych zmén.
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Obrazek 22: Zmény vysky piku vybranych flavonoid( u vSech rostlinnych druh( v zavislosti na
koncentraci t-HCH, Statistické hodnoceni zmén polyfenolt vyvolanych HCH ve srovnani s
neosSetrenou kontrolou: jednosmérna ANOVA, hladina vyznamnosti a = 0,05; *p < 0,05, **p < 0,01,

*+p < 0,001
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Detekce metabolitid HCH

Hlavnimi metabolity odvozenymi od HCH jsou CIB a chlorfenoly (CIP). CIB jsou
analyty stanovené pomoci zevedené cilené GC/MS metody spoleéné s HCH. Pro CIP nebyla
zavedena cilova analyza a proto byla jejich pfitomnost hodnocena pomoci necilové analyzy.
Tato skupina slouc¢enin podléha v rostlinném metabolismu konjugaci s glukézou pomoci O-
glukosyltransferdz za vzniku B-O-glukosidi. Vzniklé glukosidy dale podléhaji malonylaci v
pfitomnosti malonyl CoA aktivitou malonyl-CoA transferazy (Petroutsos et al. 2007
Sandermann 1992). Na zakladé téchto predikci byly vypocitany hodnoty hmotnost/naboj pro
mono-CIP, di-CIP, tri-CIP, tetra-CIP a penta-CIP a jejich konjugaty s gluk6zou nebo s
glukézou a malonylem. Hodnoty m/z byly hledany v pozitivnim i negativnim moédu LC/MS
analyzy a pfitomnost a poCet molekul chléru byly ovéfeny na zakladé izotopového poméru
35Cl : 3’Cl (3:1). Prvni nalezena sloucenina byla dichlorfenyl-B-D-glukopyranosid (DCPG),
ktera se vyskytovala pfedevsim ve vzorcich olSi. U této slouceniny byla pozorovana zavislost
mezi aplikovanou davkou t-HCH a narustem intenzity odezvy téchto iontd v TOF/MS
zadznamu. K detekci produktovych iontd byla pouzita tzv. SWATH akvizice. Porovnanim
MS/MS spekter kontrolnich a oSetfenych vzork( byly nalezeny produktové ionty o molekulové
hmotnosti 163 a 149, které zfejmé pochazeji ze sledovaného DCPG. Produktovy iont 163 byl
nasledné ovéfen pomoci literatury (Day a Saunders 2004). Analyza vzorkl dale ukazala
moznou pfitomnost monochlorfenyl-B-D-(6-O-malonyl) glukopyranosidu (MCPGM) s m/z
376. Zd4 se tedy, Ze aplikované HCH jsou rostlinami metabolizovany a degradovany na
DCPG a na MCPGM, pfi¢emz tvorba malonylglykosidu naznacuje naslednou sekvestraci
téchto slou€enin do vakuol ¢i bunécné stény. Ostatni hledané produkty konjugacni faze
metabolismu nebyly detekovany. Moznymi pfi¢inami mohou byt jejich nizké koncentrace Ci
napfiklad pfitomnost vyraznych matri¢nich efektd, které zabranily jejich identifikaci. Lze tedy
jen prepokladat, Ze u DCPG dochazi k nasledné malonylaci, tak jak bylo dfive prokazano ve
studii autorl Petroutsos et al. zroku 2008, pfipadné je mozné, Ze nejprve dochazi
k odstépeni chléru z DCPG za vzniku monochlorfenyl-B-D-glukopyranosidu, ktery je

nasledné konjugovan s malonylem na detekovany MCPGM.
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4.2.4.2 Zavéry studie

Z vysledkul provedené studie vyplyva fada zavérl. Byla potvrzena pozitivni role v§ech
druhu rostlin v pfipadé odstranéni HCH, pfiéemz uc¢innost je zavisla na aplikované davce
polutantu a typu kontaminace. Pro lokality s vysokou Urovni kontaminace nebo kombinaci
chemickych latek by bylo vhodné zvolit kombinované sanacni metody. Vybér rostlinnych
druhu také zavisi na usporadani remedia¢niho systému a tento vybér se tedy bude lisit pro
mokradni systémy (orobinec, rakos a sitina) a kontaminovanou puadu (ol$e). Z pfedlozenych
zjisténi lze vyvodit zavér, ze sitina je vhodna pro mokfadni systémy vzhledem k vysoké
ucinnosti remediace pro 6-HCH i t-HCH. OvSem monokulturni porosty jsou nevhodné kvuli
snizené odolnosti vuci predatorim nebo snadnému Sifeni chorob (Liang et al. 2011). Proto
a biologick& rozmanitost systému. OlSe mohou nalézt uplatnéni v sanaci kontaminovanych
pud, pfipadné je lze vyuzit pro fytoscreening s cilem monitorovat rozsah kontaminace
podzemnich vod a/nebo sledovat pohyb kontamina¢niho mraku. V mokfadnich systémech
by mohly olSe nalézt uplatnéni v pfipadé ,short rotation coppice culture“ s pravidelné
narusovanym kofenovym systémem. Analyza produktl sekundarniho metabolismu rostlin
ukézala na kvantitativni zmény slouc€enin s antioxidacnimi vlastnostmi v dusledku oxida¢niho
stresu vyvolaného HCH. Navzdory vysoké variabilit¢ bylo mozné u vSech druhd nalézt

slouceniny, které mohou byt uzite€né jako indikatory odolnosti vici stresu.

Soucasné byl prostfednictvim necilové analyzy zaznamenén aktivni metabolismus
HCH. Toto zjisténi muze byt uzite€né pro lepsi pochopeni osudu HCH v rostlinné tkani

s vyuzitim v bioremedia¢nich technologiich.

Tato studie byla zverejnéna v Casopise Science of the Total Enviroment - Vrchovecka,
S., Amirbekov A., Sazavska, T., Arias, C. A., Jespersen, E. A., Cernik M. a Hrabak, P. 2024.
Chemical analysis of wetland plants to evaluate the bioaccumulation and metabolism of
hexachlorocyclohexane (HCH). Science of The Total Environment [online]. 921, 171141.
ISSN 0048-9697. Dostupné z: doi:10.1016/j.scitotenv.2024.171141
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5. Indikatory hodnoceni akumulace a transportu HCH

Pro &astecné porovnani vlivl jednotlivych vlastnosti na bioakumulaci HCH byl
proveden vypocet kofenového koncentracniho faktoru (RCF), translokagniho faktoru (TF) a
biokoncentracniho faktoru (BCF). Tyto parametry popisuji schopnosti danych rostlinnych
druh( za danych podminek akumulovat studované chemické latky v kofenové tkani (RCF),
transport a distribuci sledovanych latek v rostliné (TF) a akumulaci latek v celkové biomase
v porovnani s okolnim prostfedim. RCF je stanoven jako podil mezi koncentracemi dané
chemické latky v kofenech pfislusnych rostlin a v rstovém substratu (Kang et al. 2010), TF
je koncentra¢ni pomér mezi naméfenymi hodnotami pesticidu v nadzemni €asti rostliny a
v kofenové tkani (Wang et al. 2021b) a BCF je stanoven jako pomér koncentraci pesticidu
v rostliné ke koncetraci pesticidu v ristovém substratu (Wang et al. 2021a). Hodnoty pro

jednotlivé indikatory byly vypocteny dle nasledujicih rovnic:

RCF = Crorenova gast Csubstrat
BCF = Ccela rostiina/ Csubstrat

TF = Cnadzemni sast! Ckorenova sast

¢ = koncentrace sledovanych pesticidi v substratu (Csubstrat), kOfenoveé (Ciorenova cast) |

nadzemni €asti rostliny (Cnadzemni cast) & V celé rostliné (Ccela rostiina) V Hg-g susiny

Vysledky pro uvedené tfi parametry pro jednotlivé experimentalni varianty tykajici se

olSe lepkave, jsou uvedeny v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Hodnoty RCF, TF a BCF pro olsi lepkavou
Sledovany parametr Charakteristika RCF TF BCF
Valtérov Nelze urdit Nelze urdit 3,54
Bec Nel Cit Nel Cit 3,80
Potomstvo matefského ecva elze urct elze urct
genotypu Lasenice Nelze urcit Nelze urcit 2,76
(2 ug-g* apli,léovaného Tufany Nelze urgit Nelze urgit 1,22
estic
pesticidu) Tloskov Nelze urdit Nelze urdit 4,82
Brezové Nelze urdit Nelze urdit 1,04
Stafi rostliny Jednoleté sazenice 7,46 0,119* 8,34
(2 ug-g* aplikovaného i ) .
pesticidu) Dvouleté sazenice 11,62 0,002 11,64
Sefiznuti rostliny Jed”g'ee;; rf;fée”'ce 11,19 0,113* 12,45
(2 pg-g*aplikovaného ) .
pesticidu) Dvoﬂggfziﬁfgn'ce 4,74 0,022 4,84
0,002
Izomerie HCH a-HCH 0,0007 0.127
(50 pg-g* aplikovaného B-HCH 0,0002 0,062 0,0004
pesticidu) 5-HCH 0,01 0,016 0,006
20 pg-L 34,98 2,452 38,45
Koncentrace 5-HCH 200 pg-L? 18,89 0,007 20,55
1000 }JQ‘L"l 10,93 0,001 5,31

*TF stanoven z koncentraci HCH ve vétvickach

Ziskané vysledky poukazuji na zavislost BCF na vyvojovém stadiu rostlin -

s rostoucim stafim rostliny roste i BCF (tfimési¢ni sazenice: 1,04 - 4,82; jednoleté sazenice:

8,34 a dvouleté sazenice: 11,64). Zavislost na vyvojovém stadiu byla prokazana i u jinych

rostlinnych druhu ve vztahu k pesticiddm (Namiki 2022). V této studii se autofi také zabyvali

podminkami prostifedi (teplota i délka dne) a vlivu téchto parametrd na RCF. RCF je dale

ovlivnén izomerii HCH a koncentraci polutantu. Je patrné, ze se zvySujici se koncentraci

0-HCH dochazi k saturaci kofenové tkané pro tento isomer a soucasné je zde snizena jeho

translokace do vysSich ¢asti rostlin. Odpovidajici trend byl pozorovan i u BCF, které klesa

zvySujici se koncentraci HCH v substratu. Obdobné koncentracni zavislosti byly pozorovany

i u ostatnich rostlinnych druhd. Vysledky jsou uvedené v Tabulce 9.
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Tabulka 9: Porovnani rostlinnych druh( pri expozici 5-HCH

Koncentrace

Rostlinny druh polutantu 8-HCH RCF TF BCF
20 8,94 2,02 10,96

JE 200 5,82 0,18 6,87
1000 4,27 0,17 5,01

20 3,64 1,05 4,49

TL 200 2,11 0,19 2,52
1000 1,91 0,08 2,06

20 34,98 2,45 38,45

AG 200 18,89 0,007 20,55
1000 10,93 0,007 5,31

20 571 2,97 8,68

PA 200 3,91 0,34 5,24
1000 2,68 0,18 3,18

Tabulka 10 zahrnuje porovnani sledovanych parametrd u jednotlivych druhl po
expozici t-HCH. V porovnani s vysledky z Tabulky 9 je patrné, Ze hodnoty sledovanych
akumulaénich a translokaénich faktord jsou nizSi nez v pfipadé expozice ©6-HCH.
Zaznamenan byl v8ak opacény trend zavislosti sledovanych faktorl na koncentraci
aplikovaného pesticidu. Hodnoty RCF i BCF rostly se zvysujici se koncentraci aplikované
technické smési izomer ale sou€asné jejich absolutni hodnoty byly oproti hodnotdam v
Tabulce 9 vyraznéji snizené. Toto snizeni mize byt disledkem nedosazené saturace
systému, protoZe se jednalo o smés izomer( a nikoliv o Cistou latku. TF vykazoval stejné

chovani jako v pfipadé pusobeni samotného & izomeru.
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Tabulka 10: Porovnani rostlinnych druht pri expozici t-HCH

Rostlinny druh pgﬁ;ﬁﬂt{aﬁ& RCF TF BCF
20 0,30 1,41 1,71

JE 200 2,02 039 2.80
1000 3,02 0,19 3,60

20 0,07 0,41 0,48

L 200 1,01 0,20 1,22
1000 2,37 0,13 2,69

20 1,12 1,26 317

AG 200 6,12 0,20 8,15
1000 11,35 0,05 13,23

20 0,17 0,59 0,76

PA 200 2.89 0,21 3,51
1000 2,69 0,16 312

6. Shrnuti disertacni prace

V predlozené disertacni praci byla optimalizovana a validovana metoda pro stanoveni
vybranych rostlinnych hormonl v rostlinné biomase spole¢né se zavedenim metody pro
necilovou analyzu. Tyto analytické metody byly spoleéné s metodami pro stanoveni HCH a
CIB pouzity b&éhem &tyf experiment zamérenych na sledovani vztahu mezi HCH a rostlinami
v kontextu fytoremediace. Provedené studie sledovaly vlivy riznych vlastnosti vybranych
rostlinnych druhd, izomeru HCH ¢i koncentrace polutantu na remediacni ucinnost systému
spolec¢né s rostlinnymi primarnimi i sekundarnimi metabolity jako prostfedky pro sledovani
adaptace rostlin na stresové podminky. Hodnoceny byly i vybrané indikatory slouzici pro
posouzeni akumulace a transportu HCH v zavislosti na ménicich se experimentalnich

podminkach.
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7. Zaver disertacni prace

Fytoremediace je rozsahla a rozmanita oblast, ve které figuruje fada proménnych
elementd, které mohou mit vliv na G€innost a udrzitelnost remediacniho systému. Soucasné
je slozité hodnotit jednotlivé parametry jako je vhodnost danych rostlinnych druhd, vliv
mikroorganismda, typu a koncentrace chemické slouceniny &i remediacniho uspofadani na

ucinnost odstranéni daného polutantu vzhledem k provazanosti jednotlivych prvkd.

Na zakladé provedenych experimentl je patrné, Ze olSe lepkava disponuje
potencidlem v pfipadé remediace HCH. OlSe pusobi vremediaénim systému jako
akcelerator odstranéni HCH prostfednictvim podpory rhizosférnich mikroorganismla a
zprostfedkovatel fytovolatilizace. Bylo prokazano, Zze HCH ovliviuje germinaci ol$i s odliSnou
genetickou vybavou, pfi¢emz v nékterych pfipadech mlze tento pesticid dokonce podpofit
kliCeni a vyvoj rostliny. Pro remediaéni systémy s opakovanym sklizenim biomasy je
vhodnéjSi vyuziti jednoletych rostlin, které i po sklizeni nadzemni €asti vykazuji ucinné
odstranéni HCH.

Dale bylo zjisténo, ze u€inek HCH na hormonalni profil olSi vede k adaptaci rostliny
na tento stresovy stimul, coz ovliviiuje hormonalni signalizaci prostfednictvim ABA, SA a JA.
Tato signalizace vSak neni ovlivnéna izomerii HCH. Tyto jevy poukazuji na potencial téchto
rostlin pro adaptaci na pfitomnost chemickych latek. Pfesto vSak vyuziti hormonalnich
slou€enin jako markerd kontaminace neni vhodné z divodu snadné ovlivnitelnosti jejich

kvalitativnich i kvantitativnich parametrd environmentalnimi podminkami.

Provedenim experimentu s riznymi rostlinnymi druhy byla potvrzena odliSnost v
pfijmu HCH a jeho odstranéni, pfi¢emz kromé olSe lepkava poskytovala nejlepsi vysledky
sitina rozkladita. lzomerie a koncentrace pesticidu také ovliviiuji remediacni U¢innost, pfijem
HCH, jeho akumulaci v kofenové €asti rostlin a nasledny transport do nadzemnich &asti.
Necilova analyza sekundarniho metabolismu u sledovanych rostlinnych druh(l ukazala, ze
organochlorované pesticidy ovliviiuji produkci polyfenold, jako jsou luteolin, kvercetin a
kvercetin-3-O-glukosid, které pomahaji rostlinam kompenzovat oxidacni stres. Pomoci
necilové analyzy byl také prokazan aktivni metabolismu HCH na transformacéni produkty

dichlorfenyl-B-D-glukopyranosid a monochlorfenyl--D-(6-O-malonyl) glukopyranosid.
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8. Dalsi smér vyvoje

Experimentalni testy pfedstavené v této disertaéni praci generuji fadu dalSich oblasti
a nameétl pro dalSi studium. Jedna se pfedevsim o sledovani volatilizace HCH jako podstatny
parametr remedia¢ni ucinnosti, vliv mnozstvi organického uhliku, procentualni zastoupeni
jilu ¢i obsahu vody v ristovém substratu na dostupnost sledovanych pesticidi pro pfijem
kofenovym systétmem a na metabolické transformace prostiednictvim pUdnich

mikroorganismd.

V soucasné dobé je zvysené povédomi o problematice kontaminace podzemnich vod
chemickymi latkami, pfiCemz se nejedna pouze o pesticidy ze starych ekologickych zatézi
ale jedna se i o moderni, stale hojné vyuzivané chemické latky - moderni pesticidy
a vice perzistentni nez pavodni slou¢eniny. Kontaminace vodnich zdroja témito latkami
neumoznuje jejich nasledovné vyuziti ve vodarenském prdmyslu a vzhledem k financni
narocnosti Cisticich metod je vhodné kontaminaci zdroju podzemni vody pfedchazet nebo ji
v ranné fazi detekovat a to napfiklad vyuzitim fytoscreeningu v ochrannych pasmech vodnich
zdrojl. Ruznorodost chemickych sloucenin klade vysoké naroky na citlivé analytické metody
se Sirokym spektrem sledovanych latek, takze postupné zavadéni analytickych metod pro
multiscreeningové analyzy je kliCovym prvkem pro hodnoceni intenzity znecisténi zivotniho

prostiedi.
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