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Souhrn

V mojí práci jsem se zaměřila na komplexní popis působení a detoxifikace kadmia. V první části jsem popsala chemické vlastnosti kadmia a jeho použití v praxi. Pokračovala jsem častými zdroji znečištění, působením na prostředí, interakcí s půdními částicemi.  Hlavní část mojí práce spočívala v popsání působení kovu na rostliny, zejména způsoby zabránění i napomáhání transportu, podrobný popis transportních systémů-přenašečů a kanálů. V druhé části práce se zabývám akumulací kadmia v orgánech a zdůrazňuji škodlivé důsledky tohoto děje. Dále práce podrobně vystihuje strategie detoxifikace za pomocí stresových proteinů, chelátů, organických látek. A v neposlední řadě práce rozebírá praktické důsledky teoretických výsledků – transformaci a remediaci.
Summary

In my work I focused on complex interactions and detoxifikation of cadmium. In the first part I described chemical charakteristics and practical uses of cadmium. After that I wrote about sources of pollution, effect on enviroment and interaction between soil particles . Main part of my work described interaktions betwen cadmium and plants (help and inhibition to transport cadmium, detailed description of transporting systems- transporters and channels).Further my work describes accumulation of cadmium in plant tissues and impact on plants. After that I am writing abyout strategies of detoxification by stress hromons, chelations and organic substance. And last but not least my work analyzes the impact of theoretical knowledge on practical results.
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1. Úvod

Znečištění těžkými kovy je celosvětově závažný problém, který získává na aktuálnosti. Se zvětšujícím se průmyslovým znečištěním, nadměrným hnojením a zvyšující se automobilovou dopravou přecházejí těžké kovy a zvláště kadmium snadno do půdy. Tyto znečišťující látky pronikají do rostlin, a dále do potravního řetězce. Svými škodlivými účinky poškozují plodiny, nevratně degradují půdu, ale také vyvolávají těžká onemocnění a zvyšují výskyt rakoviny.

Kadmium je vysoce toxická látka a zároveň v rostlinách způsobuje velká oxidační poškození. Hlavními příznaky toxicity jsou chloróza, hnědnutí kořenových vlásků a kořenových špiček. Kadmium poškozuje syntézu RNA, omezuje příjem a transport nitrátů, díky čemuž dochází k hromadění amonného dusíku v kořeni. Ve struktuře DNA vytváří kadmium dvouřetězcové zlomy, případně tvoří křížové vazby mezi DNA-DNA a mezi DNA-proteiny a také dochází k modifikaci bází. Díky vazbám na adenin způsobuje chybné párování. Inhibuje fotosyntézu a dýchání, poškozuje enzymy a potlačuje tvorbu ATP.  Zároveň působí kadmium jako silné oxidační činidlo, poškozuje kromě DNA i membrány a organely

Během evoluce se vyvinula řada obranných strategií, které chrání rostliny vůči těžkým kovům. První krok je zabránění vstupu nežádoucím prvkům, buď interakcí s mikroorganismy a houbami, nebo vylučováním chelatačních látek. Dále je velice častá detoxifikace  navázáním na proteiny bohaté na síru, jako jsou metalothioneiny nebo fytochelatiny. Díky soustavě transportérů dochází k uložení komplexovaných iontů kadmia ve vakuolách a jejich k zneškodnění. 

Pokud lépe porozumíme toleranci a citlivosti můžeme v budoucnosti využít obranných strategií a zamezit kontaminaci potravních řetězců. Proto patří výzkum vlivu těžkých kovů a jejich detoxifikace patří mezi jedno z nejdůležitějších témat v rostlinné fyziologii a nabízí využití výsledků výzkumu  k fytoremediaci či transformaci dostatečně odolných rostlin.

2. Obecný popis kadmia
Kadmium je spolu se zinkem a mědí členem IIB skupiny v periodické soustavě prvků. Je charakterizován jako tažný, stříbrolesklý kov s bílým zabarvením, nízkou teplotou tání (767 °C). Nejčastěji se vyskytuje v oxidačním stavu +II, může se ale vyskytovat i v oxidačním stavu +I. V přírodě jej můžeme nalézt jako příměs rud zinku a mědi. Dále se nachází v minerálu zvaném greenockit (CdS). 


Oxidy, chalkogenidy kadmia mají převážně stechiometrii MY(Y=O,S,Se,Te). CdII je silně zbarvený v důsledku snadnějšího přenosu náboje z ligandů ke kationtům s vyšším polarizačním účinkem. Tento účinek je odrazem zmenšujícího se stínění jádra a vzrůstající neformovatelnosti naplněných elektronových slupek v pořadí:  p slupka < d slupka < f slupka. 

CdO má strukturu kamenné soli s koordinačním číslem 6. Tento oxid se vyrábí přímou syntézou z prvků a v závislosti na tepelném zpracování může být zelenožlutý, hnědý, červený nebo téměř černý. To může být způsobeno velikostí částic, ale větší roli hrají mřížkové poruchy. Oxid kademnatý je zásaditý, obtížně rozpustný v hydroxidech, ale dobře rozpustný v kyselinách. CdO také katalyzuje řadu hydrogenačních a dehydrogenačních reakcí. Z vodných roztoků kademnatých solí přidáváním sráží bílý Cd(OH)2. 
CdS je nejdůležitější sloučenina kadmia. Z této sloučeniny jsou vyráběny tepelně stálé pigmenty zářivých barev od světle žluté až do tmavě zelené. Koloidní disperze této látky se používají k barvení transparentních skel. CdSe je důležitá fosforeskující látka (Greenwood, 1993).
3. Kadmium jakožto polutant
Největší zdroj kadmiového znečištění je atmosférická deposice. Z přirozených zdrojů je kadmium uvolňováno především díky sopečným erupcím, lesním požárům a v neposlední řadě díky erozím půd bohatých na kademnaté a zinečnaté rudy. Obsah kadmia v atmosféře je běžně 0,1 až 5 nanogramů na metr krychlový, v zemské kůře nacházíme od 0,1 do 0,5 mg na kg půdy.
Emise kadmia do prostředí způsobená člověkem je přibližně 8x vyšší než emise přirozená.
Kadmium se používá v mnoha odvětvích průmyslu. Často se využívá např. k výrobě plechů, jako ochrana před korozí, pro tvorbu pigmentů a jako stabilizátor plastů. Protože je chemicky velice příbuzné zinku, vyskytuje se s ním v rudách společně. Při zpracování jedné tuny zinku se do prostředí uvolní až 3 kg kadmia a jiných prvků (Adriano, 2001). V menší míře se kadmium používá k výrobě lehce tavitelných slitin, pájecích kovů, polovodičů a domácích spotřebičů (vysavače, chladničky, myčky, televizní a hlasové přijímače). Kadmium může být použito i k absorpci elektronů v jaderné technice. Některé sloučeniny slouží jako fungicidy

Největší podíl na znečištění kadmiem má výroba niklo-kademnatých článků. Niklo-kademnaté články jsou články sekundární-je nutno je nabít.  Póly NiCd článku jsou v nenabitém stavu tvořeny hydroxidem nikelnatým a hydroxidem kademnatým. V solárních článcích je zastoupen ve velké míře CdTe.

Obr.1: Trendy ve spotřebě kadmia za rok 2005 až 2010
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Do ovzduší se tedy kadmium dostává při těžbě, výrobě a zpracování. Dalším zdrojem je také spalování fosilních paliv a komunálního a nemocničního odpadu. Do půdy se dostává převážně atmosférickou deposicí městských průmyslových aerosolů. (http://irz.cenia.cz/irz/latky/kadmium_a_sl.html)
Dalším zdrojem znečištění půdy je hnojení minerálními hnojivy. Nejvíce kontaminované jsou superfosfáty. Tato hnojiva obsahují velké množství kadmia a jiných toxických kovů. Složení fosfátů ovlivňuje především použité suroviny, zejména fosfority obsahují 50 ppm kadmia (Beneš, 1994; Raven a Loeppert, 1997). 

Obsah toxických kovů v půdách zvyšuje aplikování kalů na zemědělské půdy.  Tyto kaly obsahují velké množství organických látek bohatých především na dusík a fosfor ale i velké množství kadmia a jiných rizikových prvků. Podle Dvořáka po aplikaci čistírenských kalů akumulovaly brambory, pšenice a ječmen více kovů v porovnání s kontrolou (Dvořák, 2003).  Lokálním zdrojem mohou být tekuté a pevné odpady zvířat a v neposlední řadě odpady z galvanoven, jiných průmyslových podniků a zemědělské činnosti. 
4. Dopady na životní prostředí
V půdách se kadmium vyskytuje v různých formách. Často se nachází vázané v minerálech a organických sloučeninách, ve struktuře silikátů, navázané na oxidy železa a manganu. Kadmium se v půdách vyskytuje v oxidačním stavu Cd2+ a při zvětrávání může přecházet do roztoku. Se zásaditým pH klesá rozpustnost kadmia, se nižším pH jeho mobilita narůstá. Za přítomnosti síranu dochází k uvolnění prvku a naopak velmi často se kadmium imobilizuje na jílovitém materiálu. 
Průměrný obsah kadmia v půdě v přirozených podmínkách se nejčastěji pohybuje v rozmezí 0,01 - 1,1 mg.kg-1. V České republice je (mimo zdroje kontaminace) běžný obsah 0,2 - 1,5 mg Cd na 1 kg půdy. Za posledních 150 let se zvýšil obsah kadmia v půdách o 27 - 55%. Kadmium se v půdě kumuluje nejvíce ve vrstvě 0 - 5 cm od povrchu a s přibývající hloubkou jeho koncentrace klesá. Přítomnost kadmia v půdě významně ovlivňuje půdní mikroorganismy. Je známo, že zvýšená koncentrace iontů kadmia v půdním výluhu má silný inhibiční efekt na růst a složení půdních mikroorganismů a vysoké dávky Cd mohou půdní mikroflóru přímo poškozovat. Výsledkem potom může být negativní vliv na růst rostlin (omezení fixace vzdušného dusíku, brzdění mineralizace apod.) 

(http://www.af.mendelu.cz/external/relay/agrochem/multitexty/html/agrochemie

_pudy/A_index_agrochem.htm)
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Obr. 2: Koloběh toxických látek v prostředí převzato 

(http://www.recetox.muni.cz/index.php?s=studium&f=download)
.                                                                                
5.
Kadmium je toxická látka
Kadmium a jeho sloučeniny jsou látky neesenciální a pro člověka velice nebezpečné.  Jedovatost kadmia spočívá především v inhibici sulfohydrylových enzymů a v jeho konkurenci s vápníkem, železem, zinkem a mědí. Ionty kadmia mají inhibující funkci a tlumí sekreci inzulinu a vedou ke zvýšení hladiny cukrů v krvi a k vylučování glukózy močí. Při větším působení kadmia je častým lékařským nálezem poškození ledvin. Poškozené ledvinové kanálky znemožňují vstřebávání vápníku a fosfátů. Nebezpečné mohou být rozpustné soli kadmia, např. dusičnan kademnatý a síran kademnatý. Akutní otravy kadmiem jsou způsobeny požitím potravin, které byly uchovávány v konzervách ošetřených tímto kovem.  Chronické otravy byly zaznamenány v Japonsku, kde došlo ke kontaminaci rýže kademnatými barvami. Tato otrava byla pojmenována Itai-Itai. Kadmium se v tomto případě akumulovalo v játrech a ledvinách a způsobovalo poškození ledvinných tubulů, proteinurii, hyperkalciurii a nadměrné vyplavování vápínku z kostí. To vedlo k odvápnění páteře  a destrukci obratlů.  (http://www.wikiskripta.eu/index.php/Itai-itai)
Dále se kadmium podílí na aterogenezi a hypertenzi. Podle IARC patří mezi prokázané lidské karcinogeny (skupina I). Hygienicko-epiidemioloogické studie prokázaly zvýšené riziko rakoviny prostaty u lidí pracující s kadmiem a jeho sloučeninami. 
6.   Příjem a transport kadmia rostlinou 
Příjem kovů rostlinou je nezbytný pro její růst a vývoj. Protože samotný transport je jev pasivní a rostlina jej nemůže ovlivnit, přijímá společně s esenciálními kovy také kovy toxické. Transport je ovlivněn řadou faktorů jako je kupříkladu pH, koncentrace, teplota, redoxní potenciál, rhizosféra, mykorhíza, kationová výměnná kapacita.

Rostliny uvolňují H+ iont a díky tomu pomáhají uvolňovat ionty kovů z půdy. Transport protonu probíhá díky protonové pumpě, v kořenech snižuje pH rhizosféry  uvolňuje ionty v organické hmotě a usnadňuje transport kovů do rostlin. Bernal tento jev prokázal na příkladu rostliny Alyssum murale. Vodíkový proton se dostává pumpováním H+ ATPázy do půdy. Snižování pH umožňuje rostlině zvýšit příjem kovů při deficienci, protože uvolňuje ionty vázané na jílovou nebo organickou složku půdy (Bernal et al, 1994). 
 Dále mohou rostliny uvolňovat organické kyseliny (důležité chelátory-tvorba komplexů a detoxifikace),  fytochelatiny, aminokyseliny a další látky a těmito činidly detoxifikovat kovy.
Organické kyseliny citrátového cyklu (kyselina citrónová a sukcinilová) tvoří koplexy s rozpustnými ionty. Exkrece těchto látek, vytváří v rhizosféře komplexy s kadmiem a detoxifikuje kovy. Tento komplex tak snadno neproniká do kořenů a zamezuje nežádoucímu pronikání kadmia do rostliny. Porovnáním kultivaru ječmene tolerantního (Kyle) a citlivého (Arcola) se ukázalo, že u tolerantního kultivaru se vyskytuje v rhizosféře mnohem více organických kyselin než u citlivého (Cieslinski et al, 1998). Transport organických látek má hlavně chelatační funkci.

Nezastupitelnou roli při ukládání kovů a nakládání s nimy hrají mikroorganismy. Např. Pseudomonas maltophilia redukuje šestimocný chrom na méně toxickou variantu chromu trojmocného. Trojmocný chrom je pro rostlinu mnohem lépe přijatelný a méně toxický. Dále je tento organismus schopný redukovat i jiné toxické kovy jakožto Pb2+, Hg2+, Au3+, Te4+. (Blake et al, 1993).
Samotný příjem kadmia rostlinou je založen na kompetici s jinými dvojmocnými ionty. Pokud je kadmia příliš nebo nemá rostlina vyvinuté detoxifikační mechanismy začne se kumulovat v kořenech. Kontrola příjmu kadmia do rostliny není ještě zcela zdokumentována. Kadmium je absorbováno přes cytoplasmatickou membránu a příjem je kontrolován změnou elektrochemického potenciálu. Proto negativnější potenciál v apoplastech kořenů způsobuje větší příjem positivně nabitých Cd 2+ iontů. 
Existují dvě cesty, jimž můžou kationty kadmia pronikat. První typ je průchod skrz saturovatelné iontové transportéry v plasmatické membráně a druhý typ je založen na průchod skrz difůzní kanály ovlivněné koncentrační kinetikou. Kadmium se může absorbovat buď ve formě roztoku Cd2+ nebo ve sloučeninách CdCl- , CdCl2, a CdSO4 a jako organické komplexy. Velice častá je interakce s jinými kovy, například se zinkem. 
Příjem kadmia obvykle probíhá v mladé subapikální oblasti aktivního růstu, která je specializovaná na příjem anorganických látek. Tyto látky jsou většinou přijímané do apoplastu. Ten je rozdělen kaspariho proužky. Tyto bariery pomáhají rostlině kontrolovat ligandy i v apoplastu. Kaspariho proužky bývají impregnované vosky a kutiny, nejvýznamnější zástupce těchto činidel je vosk – suberin. Ionty mohou pronikat také symplastickou cestou. 
Rostlina nakládá s kadmiem různými způsoby. 
Většina na kadmium citlivých rostlin, nemá propracované transportní a detoxifikační mechanismy. Proto je většina přijatého kadmia je akumulována v kořenech. Tyto rostliny tvoří málo biomasy a při větším zamoření jejich kořeny odumírají. Rostliny, které jsou tolerantní, mají vyvinuté mechanismy detoxifikace za pomocí fytochelatinů, metalothioneninů či glutathionu. A tyto sloučeniny jsou schopny toxické kovy transportovat do vakuol a uskladňovat je, čímž snižují toxický potenciál nežádoucího prvku.  Rostliny akumulující kadmium dokážou přežít a absorbovat 50 až 100 krát větší koncentrace kovů než oproti rostlinám na tento prvek citlivým. Klíčem k jejich vysoké odolnosti je schopnost zvýšit transport kovu rostlinou až do té úrovně, kdy je koncentrace kovů stejná jak v kořeni, tak v listu.

Xylémová míza má pH pohybující se v rozmezí 5 až 6. Zároveň obsahuje mnohem méně organických sloučenin. Kadmium, které s pohybujícím v xylému se ochotně váže na transportní systémy jako je glutathion, nebo organické zbytky. Jako transportní sloučenina také slouží fytochelatiny. Pomocí fluorescenčních metod bylo objeveno, že jsou schopny transportovat kadmium z kořene do listu. Kadmium může dosáhnout xylém nejen pomocí transportérů či kanálů, může také pronikat díky extracelulární, apoplastické cestě-díky kořenům kterým chybí kaspariho proužky.
7.
Transportní proteiny
7.1
Transport do buňky

7.1.1
 ZIP (zinc-regulated transporter)

Jsou to transportéry, které byly poprvé identifikovány v rostlině Arabidopsis thaliana. První objevený člen této rodiny byl IRT1 (iron regulated transporter), který byl objeven v kořeni rostlin, kterým chybělo v základním živném roztoku železo (Eide 1996). Dále do této rodiny patří proteiny ZRT1 a ZRT2 , které slouží jako zinkové transportéry v kvasinkách. Do této doby bylo objeveno 25 proteinů patřící do rodiny ZIP a to na základě aminokyselinové podobnosti (obr 3).
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Fig. 1. Dendrogram showing amino acid sequence similarity re-
lationships among the ZIP family members. Computer database
comparisons were performed using BLAST and the multiple se-

teins are predicted to cross the membrane cight times (TOP-
PRED TI). There is a variable region between transmembrane
domains 3 and 4 that is histidine-rich and predicted to reside in
the cytoplasm.

Most ZIP proteins are predicted to have cight po-
tential transmembrane domains and a similar mem-
brane topology in which the amino- and carboxy-
terminal ends of the protein are located on the out-
side surface of the plasma membrane (Fig. 2). ZIP
proteins range from 309 to 476 amino acids in
length; this difference is largely due to the length
between transmembrane domains I1T and 1V, desig-
nated the ‘variable region’. In most cases, the va
ble region contains a potential metal-binding domain
rich in histidine residues that is predicted to be cyto-
plasmic. For example, in IRTI, this motif is

HGHGHGH. Similar potential metal-binding do-
mains have also been found in efflux proteis

s belong-
ing to the cation diffusion facilitator (CDF) family
[7. A number of the C. elegans ZIP proteins have
this potential metal-binding site located in pos
other than the variable region. The most conserved
portion of the ZIP family proteins occurs in trans-
membrane domain IV, which is predicted to form an
amphipathic helix with a fully conserved histidine
residue. This histidine residue, along with an adja-
cent (semi) polar residue, may comprise part of an
intramembranous heavy metal binding site that is
part of the transport pathway [3].
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Obr 3: Dendogram ukazující příbuznost proteinů ZIP rodiny. Rozlišení pomocí barev ukazuje ZIP proteiny izolované z rostlin, které jsou označených zelenou barvou-At-Arabidopsis thaliana, Ps-Pissum sativa, Le-Lycopersicon esculentum, Os-Oryza sativa, z hub označených modrou barvou -Sc-Sacharomyces cerevisiae a žlutou barvou značené živočichy-Ce-Caenorhabdibis elegans, Dm-Drosophila melagonaster, Hs-Homo sapiens, Tb-trypanosoma brucei.
Většina ZIP transportérů obsahuje 8 transmembránových domén a variabilní oblast, která je lokalizovaná mimo membránu. Velikost ZIP proteinu se pohybuje kolem 309 až 476 aminokyselin. Nejvíce variabilní oblast se nachází mezi doménou III a IV ve variabilní oblasti. Ve většině případů variabilní oblast obsahuje kov vázající motiv bohatý na histidinová residua. Naopak nejvíce konzervovaná oblast proteinu je v místě domény IV, která je ve formě α-helix obsahující polární a nepolární části, s plně konservovanými histidinovými residui.  Tato residua nasvědčují, že doména IV uložená v intramembránovém místě může hrát roli ve vázání těžkých kovů.
              Jako první přenašeč byl identifikovaný protein IRT1. Tento transportér se vyskytuje v rostlinných buňkách.  IRT1 transportuje železo, ale může při jeho nedostatku přenášet i jiné kovy jako například mangan či zinek a v neposlední řadě i kadmium. Axelsen dokázal, že pokud se zvýší exprese IRT1 u kvasinek zvyšuje se taktéž akumulace tohoto kovu (Axelsen, 1997). Pokud byly porovnány kvasinky, které IRT1 exprimují s těmi které neexprimují tento gen, bylo zjištěno, že ty kvasinky exprimující tento gen jsou na kadmium mnohem citlivější než ty bez tohoto genu. A v neposlední řadě pokud pomocí genového inženýrství zvýšíme expresi tohoto genu, bude rostlina akumulovat více těžkých kovů.
Dále se ionty kovů dostávají do buňky díky transportérům NRAMP zmíněným dále v kapitole.
7.1.2
Kanály a jiné cesty kadmia
Kadmium může pronikat do rostliny nejenom  za pomocí transportérů, ale i díky iontovým kanálům. Těmito kanály mohou nespecificky procházet jakékoliv kovy. Jsou to například DACC(depolarisation aktivated channels),  HADCC (hyperpolarization aktivated calcium channels) a nebo VICC (voltage-insensitive cation channels).
7.2
Transport z buňky

Rostlina může také transportovatlátky z buňky. Tento transportmají několik zásadních funkcí.  Exuláty napomáhají rostlině přijímat kovy. Vylučování H+ iontů pomocí H-ATPázy umožňuje uvolňovat kovy i z jílovitých a zásaditých půd. Aniontové kanály přenášejí vně buňky organické kyseliny. Tento mechanismus je přímo spojen s detoxifikační funkcí. Organické kyseliny vytvářejí komplexy s kovovými ionty a zamezují jejich příjem. 
7.3
 Transport do xylému a ostatních částí rostliny


7.3.1
YSL (Yellow stripe 1-like)

YSL přemísťují kationty z endodermis a pericyklu přímo do xylému. YSL transportní systémy jsou schopny transportovat pouze chelatovaný kationt (kov s navázanými komplexy metalothioneinů, fytochelatinů a glutathionu). Nejprozkoumanější protein této skupiny je transportér z kukuřice YS1, tento protein se vyskytuje v kořeni a listech. V kukuřici je YS1 primárním transportérém pro železo. Díky studováním žabího oocytu víme, že je schopen přenášet zinek, nikl, měď i kadmium. Tento protein funguje na základě symportu spřaženého s protonem H+, nejvíce aktivní je tedy v rostlinách trpících nedostatkem železa.  



7.3.2
HMT  (Heavy metal transporter)
Tyto enzymy přímo zvyšují toleranci ke kovům a  udržují homeostázu. CP-x byly identifikovány u široké škály organismů a jejich funkcí je transport všech esenciálních či potencionálně nebezpečných kovů ( Cu, Zn, Cd, Pb). Jsou pojmenovány CPx, protože sdílejí konzervovaný cystein-prolin-cystein, cystein-prolin-histidin, cystein-prolin-serin motiv. Tyto transportéry za spotřeby ATP pumpují široké spektrum substrátu a udržují menší koncentraci uvnitř buňky. Vyskytují se v pericyklové membráně a pumpují kationty přímo do xylému a dále pumpují ionty do vakuol.
Pro transport kadmia je nejdůležitější proteinový transportér HMT4 (higt mobility transporter). Základní funkce proteinu HMT4 je transport zinku z pericyklu do xylému, tento protein je také indukován kadmiem. Funkce HMT4 byla potvrzena pomocí bodových mutací vyřazujících tento protein z funkce. U pokusných rostlin se zvýšila citlivost na kadmium (objevila se chloróza, zakrnělý růst a rostliny nebyly schopné tvořit fertilní semena). Pouze přidáním zinku ve větším množství (1 až 3mM) došlo k částečnému obnovení fenotypu. (Mills et al. 2005). Z toho můžeme usuzovat že HMT4 má důležitou roli při transportu zinku a toleranci kadmia.  Způsob regulace není příliš znám, ale mohou být regulovány za pomoci sestřihu nebo postraslační úpravy.

7.4
Transport do vakuol


7.4.1
CDF (cation diffusion facilitator)

Proteiny patřící do této rodiny mají šest transmembránových domén, pomocí kterých transportují proton z cytoplasmy. (Gaither and Eide, 2001). První objevený gen kódující transportér patřící do CDF rodiny byl protein ZAT1, později byl přejmenován na MTP 1(metal protein tolerance). Jeho zvýšená exprese je jedním z faktorů tolerance květin k zinku (Zaal et al, 1999). Díky technologii GFP proteinu byl MTP lokalizován v  protoplastech Arabidopsis thaliana v membránách vakuol kořenů či listů. Toto umístění dokazuje že MTP1 má důležitou roli při přesunu zinku do vakuol (Kobae et all, 2004). Funkce transportéra zinku byla dokázána pomocí mutantu s vyřazeným genem mtp1. Tento mutant po vyřazení genu pro MTP1 vykazoval mnohem menší ukládání zinku v buňce. 


7.4.2
ABC (ATP binding cassete)

ABC transportéry jsou složeny ze dvou domén vážících nukleotidy (nucleotide binding domain, NBD) a dvou transmembránových domén (transmembrane domain, TMD).  Transmembránové domény jsou variabilní membránové domény obsahující oblast složenou 5-15 α-helixů a odlišují se mezi skupinami ABC transportéry sekvenčně i organizací těchto domén.
Část ABC transportérů jsou proteiny, které jsou schopny přenášet formy glutathionu (GSH), jako oxidovaný glutathionu (GSSG) a nitroso-glutathion (GS-NO), a to jak samotné, tak v komplexu s kovem (Ballatori et al, 2009). 
7.5
Transport proti detoxifikačním mechanismům
7.5.1
NRAMP (natural resistence-associated macrophage protein)

Jsou důležité transportní proteiny, které transportují kadmium z vakuoly do buňky. K tomuto transportu je potřeba hydrolýza ATP. Jejich primární role v organismu spočívá v recyklaci a transportu mnoha důležitých kovů (Mn, Zn, Cp, Fe, Ni, Co). NRAMP geny byly objeveny v široké škále organismů od rostlin až po člověka (Nevo & Nelson, 2006).

Zvláště důležité pro transport kadmia jsou NRAMP3 a NRAMP4. Byly zkoumány dvě varianty těchto proteinů: První varianta pocházející z rostliny Arabidopsis thaliana a druhá z Thlaspi caerulescens. Oomen (2009) zjistil, že v prostředí s deficiencí zinku byla varianta z T. caerulescens (TcNRAMP3 a TcNRAMP4)  exprimována desetkrát více v kořeni a devětkrát více v listu než v kontrolní rostlině. U variant z rostliny Arabidopsis thaliana (AtNRAMP3 a AtNRAMP4), byly exprimovány třikrát více v kořeni a devětkrát více v listu. Můžeme tedy vyvodit, že NRAMP z Thlaspi caerulescens je více transkribován. Transportní vlastnosti NRAMP a jejich vliv na citlivost organismu ke kadmiu byly testovány za pomoci kvasinkového kmenu ve kterém byly vloženy všechny čtyři proteiny rodiny NRAMP a protein IRT1. Tato kvasinka zvaná fet3fet4 byla pěstována na kultuře obsahující CdCl2. Identický kmen rostl na médiu bez kadmia. Jako kontrola byl použit kvasinkový vektor bez vložených genů. Při srovnání s kontrolním vektorem bez přidaných genů, exprese všech čtyř NRAMP genů vede k výraznému zvýšení citlivosti. Po 18 hodinách se v kultuře kvasinek fet3fet4 inhiboval růst na 32 až 48%, s porovnáním v kontrolou kde byl růst inhibován na 68%.

Tyto výsledky ukazují, že zvýšená exprese genů pro NRAMP může zvýšit citlivost organismu na těžké kovy, tento jev je zapříčiněn zvýšeným přesunem těchto kovů z vakuoly (Oomen et al, 2009).
 Obr.4: Schéma transportu a detoxifikace v buňkách kořenu a listu v ječmeni.
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8. 
Rostlinné ligandy a rostlinná detoxifikační činidla
Rostlinné ligandy hrají nezastupitelnou roli při přemísťování a při finálním ukládání kadmia v pletivech rostlin. 

8.1
Glutathion 
Je tripeptid složený z glycinu, cysteinu a kyseliny glutamové (Zenk, 1996). Tento tripetid  se vyskytuje jak v buňkách rostlin, tak i u živočichů a hub. Je zapojený do mnoha metabolických drah. Jedna z nejdůležitějších rolí glutathionu je odbourávání ROS (reaktivní oxidační radikály). Tyto sloučeniny jsou jednou z cest, jak rostlina reaguje na příjem toxických a oxidačních činidel. Ve zdravém organismu je vznik ROS přirozeným procesem, a běžně je v buňce ustanovena rovnováha mezi ROS a antioxidačními činidly. Pokud je však tato rovnováha narušena, jako např. přidáním kadmia, můžou ROS začít poškozovat buňky. Prvním cílem ROS jsou fosfolipidické membrány, proteiny a posléze napadnou i nukleové kyseliny (Gill, 2010; Anjum 2010).

Rostliny si díky evoluci vytvořily ochrannou dráhu složenou z askorbátu-glutathionu, Glutathion je charakteristický vysokou afinitou ke kovům a proto je rostlinou využíván k  jejich detoxifikaci a transportu. Glutathionová disulfidová skupina chrání thiolovou skupinu v enzymech, regeneruje askorbát a funguje jako substrát pro glutathion-perooxidásu či glutathion S-transferázu, a z větší části se podílí na detoxifikaci většiny toxických kovů. Při podání kovových iontů (Zn2+, Cu2+, Sb3+, Ag+, AsO3-) je indukována tvorba glutathionu. Nejvíce indukují tvorbu glutathionu právě kademnaté ionty (Clemens, 2006).

V rostlinách se nachází i oxidovaná forma glutationu, tzv.  GSSC. Redukovaný glutathion váže nespecificky O2, O·-2, a OH· a konvertuje se do GSSC. (Szalai et al. 2009, Nazar et al 2011).  Rovnováha mazi glutationem a GSSC ukazuje rostlinnou odpověď na oxidativní stress. Glutathion-reduktáza redukuje zpátky GSSC na glutation, tato reakce je závislá na redukci NADP(H). Regenerace glutationu je důležitá pro další odbourávání ROS.  Další enzymy glutathion-peroxidásy a glutation sulfo-transferázy také hrají důležitou roli v obraně vůči oxidativním činidlům/kovům (Mittler, 2002). 
Bylo objeveno, že při vystavení Pissum sativum kadmiu výrazně vzrostl počet mRNA transktriptů glutathionového komplexu, a to především enzymů ovlivňujících a tvořících glutation. Zároveň stoupá hladina oxidovaného a redukovaného glutathionu (Smiri et al, 2010). Antioxidační aktivitu glutationu dokázal Pietrini  na listech Phragmites australis tato vysoká koncentrace glutathionu ochránila fotosyntetické enzymy před oxidačním stresem kadmia (Pietrini, 2003).  Zvýšená koncentrace glutathionu při podání kadmia byla také pozorována u Pissum sativum (Metwally et al, 2005), Cicer arietinum (Gupta et al, 2002), Brasica juncea (Quadir et al, 2004), Sedum alfredii (Sun et al, 2007),  Oryza sativa (Hassan et al, 2008).

Výsledná koncentrace glutathionu je závislá i na druhu a stáří rostliny. V mladých částech rostliny se po podání kadmia zvýšil obsah glutathionu osmkrát na rozdíl od starších částí rostliny (Tukendorf a Rauser, 1990).
Srovnáním kultivarů můžeme najít i rozdíly mezi jednotlivými kultivary ječmene. Porovnání tolerantního kultivaru Zau a citlivého kultivaru Wumaolingem, Wu sledoval rozdíly v  koncentracích glutathionu. Při podání 0,5 μmolů kadmia vzrostl obsah kadmia o 15,56% zatímco Wumaoling vykazoval slabý pokles. Ale při podání 5 μmolů byl glutation snížen u obou dvou kultivarů. Při dlouhodobém pokusu vystavil Wu kultivary větší koncentraci a sledoval inhibiční vlastnosti kadmia. Po 10 dnech došlo k poklesu glutathionu v kořenech i prýtu rostliny. Ale i zde byly viditelné rozdíly mezi kultivary. U tolerantního Zau byl zaznamenán pokles o 24,3% v porovnání s kontrolou. U citlivého kultivaru Wumaolingu 
byl, zaznamenám pokles glutathionu o 38,2% (Wu et al, 2004).
8.2
 Histidin

Jako ligand funguje taktéž histidin. Histidin ve své molekule obsahuje dusík a volný vazebný elektronový pár, který histidinu umožňuje velice pevně vázat těžké kovy do své struktury (Krämer et al, 1996). Histidin je nejdůležitější volná aminokyselina zapojená do hyperkaumulace. Histidin tvoří komplex s dvojmocnými kovy. Pomocí spektrofotometru byl objeven komplex kovu s histidinem u druhů charakterizovaných zvýšenou tolerancí k zinku, kobaltu či kadmiu (Callahan et al, 2006). Při vystavení rostliny Allysum lesbiacum působením zinku bylo pozorováno zvýšení volného histidinu v kořeni (Krämer et al, 1996).
U Alyssum montanum L. (citlivé na zinek) byla pozorována při dodatečném dodání histidinu, zvýšená tolerance k tomuto kovu a zlepšený transport z kořene do listu (Krämer et al 2000). To samé bylo pozorováno u  dalšího citlivého druhu Pissum sativum (Kameda Y. et al 2002). Z těchto výsledků můžeme vyvozovat, že zapojení histidinu do detoxifikační dráhy je nezbytné pro toleranci toxických sloučenin. Při vystavení dvou modelových organismů  Alyssum montanum L. a Alyssum lesbiacum pozorujeme zvýšenou expresi genu zodpovědného za syntézu histidinu pouze u toleratní Alyssum lesbiacum. U citlivé Alyssum montanum k žádnému zvýšení exprese nedochází. U Alyssum lesbiacum se  zvyšuje zvyšuje exprese genu pro protein ATP-fosforybosyltransferazy enzymu, důležitého pro tvorbu histidinu.  Dodatečným zkoumáním funkce histidinu pomocí Arabidospis thaliana se ukazuje, že při zvýšení exprese pro protein ATP-foforybosyltransferazy se zvyšuje tolerance, ale nedochází k akumulaci niklu v xylému (Ingle et al, 1999).

8.3
Organické kyseliny 

Dalším rostlinnými ligandy jsou organické kyseliny. Tyto sloučeniny se nacházejí ve větším množství v buněčných vakuolách a v pletivech vykonávajících fotosyntézu (Terry 1999). Kořeny rostliny Arrabidopsis halleri vykazují zvýšený obsah kyselin v rostlině při růstu v půdě, která obsahuje zinečnaté ionty. Pomocí radiologické spektroskopie byly tyto kyseliny identifikované jako sloučeniny vázající kovy pomocí kyslíku (Küpper et al 2004).

Mezi tyto kyseliny patří kyseliny citrátového cyklu (kyselina jableční, citrónová a sukciniová) a také fenylpropanového cyklu (kyselina kumarová, felurová, skořicová). Tyto kyseliny patří mezi prekurzory volných aminokyselin a proteinových detoxifikačních činidel bohatých na síru. 
Detoxifikace kovů a využití detoxifikačních látek a proteinů se liší podle prostředí, druhu a stáří rostliny. V dospělé a vyvinuté rostlině Thaspi caerulescens převažuje vázání kadmia na organické kyseliny. Tento typ je založen na vazbě kyslíku s kovem. Zatímco mladá rostlina více využívá vázání kovu za pomoci metalothioneninů a fytochelatinů. Tato detoxifikační činidla využívají vazbu síry v cysteinových residuích.  Tyto proteiny jsou mnohem účinnější chelatační činidla než samotné kyseliny a proto mohou detoxifikovat a zneškodňovat účinky toxických kovů v mladé rostlině. Důvodem, proč je potřeba u mladých rostlin více zneškodňovat nežádoucí kovové prvky je, že jsou více citlivé a jejich poškození bude mnohem větší než u vzrostlé rostliny.
Organické kyseliny nejsou látky se silnou vazbou na kovy. Jejich role však není podružná a je stejně důležitá jako u ostatních ligandů. Jejich úkol je uskladňování a detoxifikaci kovů ve vakuolách, případně vytváření komplexů v cytoplasmě, které jsou dále umísťovány ve vakuole. Vakuoly slouží k imobilizaci a detoxifikaci polutantů. Umisťování polutantů do vakuol je pro rostliny mnohem jednoduší a energeticky výhodnější než jejich samotná detoxifikace a kompletace v cytoplazmě (Küpper et al 2004).
9.
Chelatatační sloučeniny

9.1
Metalothioneiny 

Metalothioneiny jsou malé, na cystein bohaté proteiny, které se vyskytují jak v rostlinných buňkách, tak i v buňkách vyšších obratlovců a hub.  Jsou to silné proteinové cheláty 
(Coyle et al, 2002). Obsahují ve své struktuře cysteinová residua (Cys-Cys, Cys-Xaa, Cys-Xaa-Xaa-Cys), která mají v sobě síru vázající těžké kovy. Metalothioneiny váží velice silně dvoumocné kovy (Guo et al, 2008). Byly poprvé objeveny v koňské ledvině. U rostlin se vyskytují čtyři typy metalothioneinů. Tyto typy se mezi sebou liší hlavně polohou cysteinového residua. Metalothionenin typu 1 je exprimován v kořeni. Metalothionein typu 2 je exprimován v listech, metalothionein typu 3 v plodech a typ 4 v semeni. U Arabidopis thaliana existuje řada výjimek. Metalothionein typu 1-a a 2-a je exprimován ve floému  
(Zhou et al 1994)
Na rozdíl od savčích metalothioneinů jsou ty rostlinné, kódovány mnohem širší rodinou genů. U rostlin jsou metalothioneiny kódovány sedmi geny (Cobbet a Goldsbrough 2002). Pro potvrzení účinků metalothioneinů jako chelátorů in vivo, byl použit mutant kvasinky Sacharomices cerevisie  CUP1, jehož exprese MT byla potlačena. Růst této kvasinky byl zcela inhibován přidáním roztoku 50 μM CuSO4. Pokud jsme vložili pomocí kvasinkového vektoru gen pro syntézu metalothionein  z rostliny Arabidopsis do kvasinky, růst kvasinky se obnovil na úroveň kontroly. Podobného výsledku bylo dosaženo i po přidání roztoku 100 μM kadmia (Guo et al, 2008).
9.2
Fytochelatiny (PCs) 
Fytochelatiny jsou nezbytnou součástí při detoxifikaci těžkých kovů. Vyskytují se ve velkém množství u vyšších rostlin, ale byly nalezeny i u řas.  Obecný účinek fytochelatinů spočívá v obklopení iontu kovu a zabránění nežádoucím reakcím mezi kovem a proteiny a látkami v cytosolu.  Struktura fytochelatinů vychází ze tří aminokyselin: Kyseliny glutamové, glycinu a cysteinu. Pro strukturu a funkci fytochelatinu je důležitá interakce residua cysteinu a kyseliny glutamové. Tato residua vytváří mezi sebou 

γ-karboxylamidovou vazbu. Obecná struktura se dá vyjádřit (γ-Glu-Cys)n-Gly tento motiv se opakuje 2  až 11 krát (Zenk, 1999).
Fytochelatiny strukturně velice podobné metalothioneinům a vznikají z glutationu pomocí PC syntetázy. Syntéza fytochelatinů byla nejlépe zdokumentována na Schizosaccharomyces pombe a u Arabidopsis thaliana. Tyto syntézy můžeme dokázat mutantním cad 2-1. Tento mutant je vysoce citlivý na kadmium. Díky deleci v exonu kódujícím protein γ-glutamyl-Cys syntethasu (GSC) není schopna Arabidopsis thaliana syntetizovat glutation a z něj fytochelatiny (Cobbet a Goldsbrough 2002).
 Loeffler dokázal, že aktivita enzymu γ-Glu-Cys dipeptidyl transpeptaza zvaná PC syntéza je výhradně vázána na přítomností těžkých kovů. Tento mechanismus umožňuje jak přímé řízení tvorby fytochelatinu, tak umožňuje zpětnou vazbu: Při zvýšení obsahu iontů kovů se zvyšuje tvorba fytochelatinů a jak postupně dochází k detoxifikaci a vychytání iontů je tvorba těchto detoxifikačních látek utlumena (Loeffler et al, 1989).
Primární funkce fytochelatinů je vytváření komplexů a kadmiem a transport do vakuoly. Díky studiu kvasinek, byly objeveny dva komplexy kadmia s fytochelatiny. Tyto dva komplexy jsou rozděleny na základě relativní molekulové hmotnosti a strukturou vazby fytochelatinu na kadmium. Komplex s vyšší hmotností bývá označován jako  HMW(high molekular weight) a komplex s nižší molekulovou hmotností LMW(low molekular weight).
Tyto komplexy jsou přenášeny přes transportér ABC za spotřeby ATP do vakuol a zde dochází ke konečné detoxifikaci. Důvod proč je potřeba vázat kadmium a jiné toxické kovy do komplexů s fytochelatiny je, že transportér nemůže přenést kadmium, které není v komplexu s organickými chelatačními látkami. Díky těmto transportérům je umožněn u hyperkumulátorů transport kadmia z kořene do nadzemních částí rostliny. Chelatované kovy se nemusí ukládat pouze ve vakuolách, ale také mohou být ukládány ve formě silikátů nebo začleněny v proteinech do buněčné stěny.
10.
Dopad kadmia na rostliny 
Mezi nejčastější příznaky otravy kadmiem patří červenohnědé zabarvení žilnatiny,  červenohnědé nekrózy a chlorózy, tmavnutí kořenových čepiček a vlásku a redukce růstu. Redukce růstu je logický vyústěním kompletního poškození mnoha enzymů a pochodů v buňkách (Adriano, 2011). Cd inhibuje klíčení semen, díky poškození esteráz a alkoholdehydrogenáz. (Aidid a Okamoto, 1993). Důvody chlorózy můžou být různé, může  to být kadmiem vyvolaná deficience železa, nebo snížení obsahu hořčíku (Haghiri, 1973). Dále je schopno kadmium ovlivnit příjem vápníku, hořčíku, fosforu a draslíku a v neposledním případě i vody což má vliv na inotovou rovnováhu a hospodaření s vodou (Das et al, 1997). Červené skvrny mohou být zapříčiněny poškození metabolismu fenolických látek. 

Kadmium způsobuje mnohá intrabunečná poškození.  Je nabourána syntéza RNA a potlačena funkce ribonukleázy, výrazné je poškození samotné genetické informace. Působením kadmia dochází ke vzniku dvouřetězcových zlomů, křížových vazeb a nežádoucích interakcí proteinů DNA. Díky těmto změnám dochází ke změnám párování, omezuje se buněčné dělení a narůstá počet mutací v genech. Dále kadmium atakuje sulfitovou skupinu v enzymech a poškozuje jejich strukturu a funkci (Van Asshe et al, 1995). Je výrazně ovlivněna funkce tvorby ATP, a to díky poutání fosforu. Kademnaté fosfáty jsou nerozpustné  pro buňku nepoužitelné což má za následek blokování tvorby ATP. Dále jsou ovlivněny enzymy Calvinového cyklu (Weigl, 1995) 
Dále je potlačena aktivita nitrátového metabolismu. Kadmium inhibuje enzymy zodpovědné za redukci nitrátů, jejich příjem a je výrazně snížen jejich transport.  Důsledkem toho dochází k hromadění nitrátů v kořeni.  Kadmium má výrazný dopad na fotosyntézu a transpiraci. Kadmium poškozuje FeIII reduktázu, ovlivňuje tím obsah FeII v rostlině (Krup, 1993). Je ovlivněn i elektronový tok a to díky inhibici funkce elektronového akceptoru.  Kadmium potlačuje tvorbu fotosyntetických barviv. Po podání kadmia bylo pozorováno snížení chlorofylů i karotenoidů. (Laarsonn et al, 1998). U rostlin poškozených kadmiem dochází ke zmenšování objemu chloroplastů, a také se snižuje jejich počet. Kadmium způsobuje bobtnání, tvorbu intramitochondriálních granulí, vakualizace a defradace mitochondriií (Rosa et al, 1984). V neposlední řadě je poškozeno dýchání. Kadmium je výrazný inhibitor transkripce v rostlinách. Je potlačena aktivita Rubisca a to zřejmě díky interakcím SH skupin s kadmiem (Mattioni et al. 1997).  Toxicita kadmia může pozměnit permeabilitu membrány a změny v její funkci díky aktivaci lipid-peroxidázy. Kadmium ovlivňuje syntézu chlorofylu a redukuje aktivitu enzymů zodpovědnou za fixaci CO2. Také je zodpovědné za rychlejší senescenci nodů v rostlině sóji zvýšením oxidačního stresu.
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es, such as air pollution, drought, temperature, light, heavy
metals, salinity, freezing, UV radiation and nutritional lim-
itation. The intoxication with pollutant metals induces ox-
idative stress because they are involved in several differ-
ent types of ROS-generating mechanisms (figure 1) (Stohs
and Bagchi, 1995). ROS intermediates are partially reduced
forms of atmospheric oxygen (O,) (Halliwell and Gutteridge,
1999). They typically result from the excitation of O, to form
singlet (10,), or from the transfer of one, two or three elec-
trons to O, to form, respectively, a superoxide radical (0,"),
hydrogen peroxide (H,0,) or a hydroxyl radical (HO") (Dat
etal., 2000; Asada, 1999). These radicals occur transiently in
acrobic organisms because they are also generated in plant
cells during normal metabolic processes, such as respiration
and photosynthesis (Asada and Takahashi, 1987). Although
some of them may function as important signalling mole-
cules that alter gene expression and modulate the activity of
specific defense proteins, all ROS can be extremely harmful
to organisms at high concentrations. ROS can oxidize pro-
teins, lipids, and nucleic acids, often leading to alterations
in cell structure and mutagenesis (Halliwell and Gutteridge,
1999).

pacity (such as Cd2*, Pb>*, and Hg?*) can enhance the prooxi-
dant status by reducing the antioxidant glutathione (GSH)
pool, activating calcium-dependent systems and affecting
iron-mediated processes (Pinto et al., 2003). These heavy

Cu* Haber-Weiss Cycle
o
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Fe*2
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Figure 1. ROS generation by heavy metals. Adapted from Pinto et
al. (2003).
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Obr.4:Tvorba ROS pomocí těžkých kovů. Převzato z Pinto et al(2003)

Kadmium vytváří pro buňku zásadní oxidativní poškození. Poškození těžkými kovy, ovlivňuje řadu ROS-tvořících mechanismu (viz obr 4) (Stohs a Baghi, 1995). ROS intermediální produkty redukují a excitují atmosférický kyslík na formu singletovou (O2- ), peroxid vodíku (H2O2) a hydroxylový radikál (OH-). Tyto látky vznikají díky neúplné redukci kyslíku nebo neúplné oxidaci vody.  Ačkoliv řada z těchto molekul má i signální funkci, ve vysokých koncentracích jsou pro buňku poškozující a velice nebezpečné.  ROS oxidují proteiny, lipidy a nukleové kyseliny, poškození vede ke změnám a mutaci genetické informaci. Enzymy jako superoxid-dismutáza (SOD) která převádí super oxid na peroxid vodíku, kataláza (CAT) askorbát-peroxidáza (APOX), glutation-reduktáza (GR), thioredoxin a peroxiredooxin vyhledávají a detoxifikují peroxidové a hydroxidové radikály a zneškodňuje je (Mittler, 2002).
11.
Transformace a fytoremediace
Jeden z největších globálních problémů je kontaminace zemědělské půdy hnojivy a odpady z těžkého průmyslu a navážení kalů na pole.  Znehodnocení půdy těžkými kovy je takřka permanentní. Tento problém by mohl být řešen pomocí fytoremediace.  Fytoremediace je velice populární, protože nabízí nejekologičtější, nejekonomičtější a nejsnadnější volbu k detoxifikaci půdy. Fytoremediace je odstranění nežádoucích látek pomocí rostlin. Odstranění polutantů probíhá mnoha rozličnými způsoby. Patří sem fytotransformace, rhizosferní transformace, fytostabilizace, fytoextrakce a fytovolatizace.

Pro odstranění těžkých kovů je nejvhodnější fytoextrakce - kdy rostliny pomocí kořenových systémů - extrahují těžké kovy z kontaminované půdy a ukládají je do částí, které lze později sklidit. Je možné použít procesu rhizofiltrace díky němuž rostlina zkoncentruje toxické látky v prostředí. Další postupy jsou založeny na stabilizaci kovů v půdě a omezení jejich šíření do prostředí. 

Fytoremediace  má však praktické omezení. Největší omezení spočívá v pomalém růstu rostliny u kumulátorů kovů. Rostlina také může negativně ovlivnit složení půdní mikrofóry a paradoxně tím znemožnit detoxifikaci.  Dále je nebezpečí v rozšíření rostliny mimo kontaminované prostředí. A v neposlední řadě, podmínky místa pro detoxifikaci nemusí vyhovovat hyperkumulujícímu druhu.

Tyto problémy mohou být řešitelné díky transformaci. Vložením genů zodpovědných za detoxifikační děje můžeme zvýšit u běžných rychle rostoucích rostlin vlastnosti hyperkumulátoru. Pro názornost můžeme uvést příklad, kdy modifikací nebo změněnou expresí můžeme dosáhnout zvýšenou toleranci vůči toxickým kovům.  Manipulací proteinů zodpovědných za tvorbu detoxifikačního činidla glutathionu dochází k velkému nárůstu akumulace těžkých kovů. Vložení proteinu GSH syntéza (z bakterie E-coli do pokusné rostliny Brassicae jungea došlo ke zvýšení akumulace o 125% ve srovnání s kontrolní rostlinou. Při  vložení proteinu γ-Glu-Cys synthasa došlo ke zvýšení akumulace o 190%  (Zhu  et al, 1998).  Díky přidání trannsgeního proteinu zodpovědného za syntézu metalothioneinů narostla akumulace a resistence rostliny Nicotiana tabacum dvacetinásobně ve srovnání s kontrolou, a v rostlině Brassica oleracea šestnáctinásobně.
11.1 
Interakce mezi genotypy ječmenu a abiotickým stressem
Rozdíly mezi přijímáním a zpracováním  těžkých kovů nenacházíme jenom mezi rostlinnými druhy ale i mezi genotypy. Porovnáním čtyř genotypů ječmene na základě akumulace iontů pod kadmiovým stressem zjistíme zásadní rozdíly. Genotypy Gebeina, Zhou I, Newgoutein a Quzhou byli vystaveny kombinovanému působení kadmia a chloridu sodného. Newgouiten s interakcí k NaCl a kadmiem vykazoval menší akumulaci iontů v kořeni, koncentrace byla snížena u mědi, železa, manganu, sodíku a zinku. Zároveň tento kultivar vykazoval menší akumulaci kadmia. Zmenšení příjmu ostatních esenciálních prvků bylo mnohem větší u kombinovaného působení soli a kadmia než u kadmia samotného. Genotyp Newegouiten je tedy vhodný pro pěstování a užití v potravinářském průmyslu pro půdy zatížené kadmiových znečištěním a zároveň vysoce zasolené. 

Tolerantní kultivary  Zhou I a Gebeina nevykazovaly žádné poškození ani v pěstováním v hydroponických kulturách a více akumulovaly esenciální mikro a makroprvky. V kombinovaném působení vykazovala Gebeina výrazně vyšší akumulaci železa, zinku za působení pouze kadmia. Gebeina mimo jiné také více akumulovala kadmium při kombinovaném působení kadmia a NaCl. Tento kultivar je tedy vhodný pro fytoremediaci, ale nelze jej použít pro potravinářské účely na znečištěných půdách.
12.
Závěr a diskuse
Díky stále se zvyšujícímu obsahu kadmia v ekosystému dochází k interakcím mezi kadmiem a rostlinami častěji než v minulosti. V oblastech zatížených těžbou nebo jinak znečištěných přechází mnohem častěji kadmium do potravního řetězce díky akumulaci v rostlinách a v neposledním řadě ječmeni. Na příkladu nemoci Itai-Itai lze doložit, že akumulace kadmia v rostlinách může vézt k těžkému poškození na zdraví. 
Skrze transportéry a kanály pronikají do buňky kademnaté ionty ve více formách.  Při proniknutí do buněk se rostlina primárně brání detoxifikačními nespecifickými činidly jako jsou organické kyseliny a volnými aminokyseliny, zabudovávání kadmia do buněčných stěn. Pokud koncentrace kadmia dále neklesne, ječmen syntetizuje proteiny vyvolávající tvorbu komplexů a specifických metalových proteinů. Výše uvedené výsledky ukázaly, že nezbytnou úlohu pro akumulaci a toleranci hrají transportéry. Transportér ABC přenáší kompletované ionty do vakuol, kde jsou ukládány a zneškodňovány (Nevo & Nelson, 2006). Transportéry YSL přenášejí kadmium z kořene a tím rozřeďují jeho toxický efekt na tyto části (Robert set al, 2004).
Transformace již využívá jednotlivé poznatky studia detoxifikace. Úplným pochopením mechanismů detoxifikace můžeme ječmen transformovat pro fytoremediaci. A to vnesením genůmm pro transportéry YSL a HMT. Tímto můžeme zvýšit transport kovů z kořene do listu. Díky genům pro metaloproteiny, jsou kovy zneškodněné. Zvyšuje se tedy možnost růstu v silně znečištěných oblastech a samotná akumulace je výrazně zvýšena. Což také dokazuje výzkum Zhua (1998) který zvýšil přidáním genů pro fytochelatiny akumulaci téměř o sto procent. 

Transformace můžeme i opačný efekt. Vnesením genů podporující uvolňování organických látek a fytochelatinů do ječmene vede ke vzniku komplexů a zamezení příjmu kadmia do kořene. Zvýšením aktivity glutathionu a transportérů ABC může rostlina veškeré toxické kovy detoxifikovat a uložit v kořenech aniž by kontaminovala zrno a jiné nadzemní části rostliny. S těmito úpravami můžeme pěstovat rostliny i v silně znečištěných oblastech, které by jinak byly pro setbu vyloučeny. Na těchto výsledcích můžeme dokázat, že studium detoxifikace a akumulace získává na důležitosti a jejich výsledky mohou být snadno přeneseny do praxe.
13. 
Použitá literatura
Adriano D.C, Trace elements in terrestrial environments. New York: Springer-Verlag, 866 s., ISBN 0-387-98678-2

Aidid SB., Okamoto H. (1993) Responses of elongation rate, turgor pressuse and cell wall extensibility of stem cells Impatiens balsamina to lead, cadmium and zinc-BioMetals 6:245-249
Anjum  NA., Umar S., Chan MT. Ascorbate-gluatathione patway and stress tolerance in plants. Springer, 1 vydání, 2010, 443 s., ISBN 978-90-481-9403-2
Axelson KB.,  Palmgren MG. (1998) Evolution of substrate specificities in the P-type ATPase superfamily-Journal of molekular evolution 46:84-101

Ballatori N., Krance SM., Marchan R., Hammond CL. (2009) Plasma membrane glutathione transporters and their roles in cell physiology and pathophysiology-Molecular aspects of medicine 30(1-2): 13-28

Bernal MP., McGrath SP.,  Miller AJ., Baker AJM.  (1994) Comparision of the chemical changes in the rhizosphere of the nickel hyperacumulator Alyssum murale with the non-accumulator Raphus sativus-Plant soil 1994:164-251
Beneš S. Obsahy a bilance prvků ve sférách životního prostředí (1. část). Minist. zeměd. ČR:Praha 1993, 88 s

Blake RC., Choate DM., Bardhan S., Revis N., Barton LL., Zocco TG. (1993) Chemical transformation of toxic metals by a Pseudomonas strain from a toxic waste site -Enviromental toxicology and chemistry 12:1365-1376.

Clemens S. (2006)  Toxic metal accumulation, response to expose and mechanism of tolerance in plant- Biochemie 88:1707-1719
Cobbet CS.,  Goldsbrought P. (2002)  Phytochelatins and metallothioneins: roles in heavy metal detoxification and homeostasis -Annual review Plant Biology 53:159-182
Coyle P.,  Philcox JC., Carey LC.,  Rofe AM. (2002) Metallothionein:The multipurpose protein-Cellular and Molecular Life Sciences 59:627-647
Das P., Samantaray S., Rout GR. (1997) Studies on cadmium toxicity in plants:A review-Enviromental polution 98:29-36

Dvořák P., Tlustoš P., Száková J., Černý J., Balík J. (2003) Distribution of soil fractions of zinc and its uptake to potatoes, maize, beat and barley after soil amendment by sludge and inorganic Zinc salt-Plant Soil Enviromental 49:203-212
Eide D., Broderius M.,  Fett J.,  Guerinot M. (1996) A novel iron-regulated metal transporter from plants identified by functional expression in yeast.-Proceedings of the National Academy of Sciences 93: 5624-5628
Halliwell B, Gutteridge JMC Free radicals in biology and medicine. 3 vydání, New York: Oxford University Press, 1999

Gaither LA.,  Eide DJ. (2001) Eukaryotic zink transporters and their regulation-Biomethals 14:251-270

Gill SS,. Tuleja N., (2010) Reaktive oxygen species and antioxidant machinery in abiotic stress tolerance in crop plants-Plant physiology biochemy 48:909-930

Greenwood,N.N, Chemie prvků svazek II,1.vydání, Praha:Informatorium,1993. 793s.ISBN:8085427389

Guo WJ.,  Meetam M., Golsbrought P. (2008) Examining the specific contributions of individiual Arabidopsis Metallothioneins to copper distribution and metal tolerance-Plant Physiology 146:1697-1706

Gupta DK.,  Tohoykama H.,  Joho M.,  Inouhe M. (2002) Possible role phytochelatins and glutathion metabolism in cadmium tolerance in chicpea roots -Journal of Plant Research 115:429-437
Haghiri F. (1973) Cadmium uptake by plants - Journal of enviromental Quality 2:93-96

Hassan MJ.,  Zhang G.,  Zhu Z.,  Influence of cadmium toxicity on plant growth and nitrogen uptake in rice as affected by nitrogen form – Journal of Plant Nutrition 31: Issue 2
Ingle RA.,  Mugford ST., Rees JD.,  Cambell M., Smith JAC. (2005) Constitutively high expression of the histidine biosynthetic pathway contributes to nickel tolerance in hyperaccumulator plants-Plant Cell 17:2089-1126
Kobae Y.,  Uemora T., Sato MH.,  Ohnishi M.,  Mimura T., Nakagawa T., Meashima. (2004) Zinc transporter of Arabidopsis thaliana AtMTP1 is localized to vacuolar membranes and implicated in zinc homeostasis-Plant cell Physiology 45:1749-1758

Kramer U., Cotter-Howels JD., Chanock JM., Baker AJM., Smith JAC. (1996) Free histidine as a metal chelator in plants that accumulate nickel- Nature 379:635-638

Kramer U., Pickering IJ., Prince RC., Raskin I., Salt DE. (2000) Subcellular localization and speciation of nickel in hyperaccumulator and non-accumulator Thlaspi species- Plant Physiology 122:1343-1353
Kupper H., Mijolovilivich A., Meyer-Klaucke W., Kroneck P.M.H. (2004) Tissue- and age-dependent differences in the complexation of cadmium and zinc in the cadmium/zinc hyperaccumulator Thlaspi caerulescens (Ganges Ecotype) revealed by x-ray absorption spectroscopy- Plant physiolgy134:748-757

Mills RF., Francini A., Ferreira da Rocha PS., Baccarini PJ., Aylett M., Krijger GC., Williams LE. (2005) The plant P1B-type ATPase AtHMA4 transporting Zn and Cd and plays a role in detoxification of transition metals supplied at elevated levels- FEBS Lett 579:783-791 

Nevo Y., Nelson N. (2006) The NRAMP family of metal-ion transporters- Biochemica et Biophysica Acta 1763:609-620

Pietriny F.,  Ianneli MA.,  Pasqualiny S., Massacci A. (2003) Interaction od cadmium with glutathione and photosynthesis in developing leaves and chloroplast of Phragmites australis(Cav).- Plant physiology 133:829-837
Oomen F.,  Wu J.,  Leliévre F., Blanchet S., Richand P., Barbier -Brygoo H., Aarts MGM., Thomine S. (2009) Functional charakterization of NRAMP3 and NRAMP4 from the metal hypercumulator Thaspi caerulescens-New Phytologist 181:637-650

Raven KP., Loeppert RH. (1997) Trace element composition of fertilizers and soil amendment - Journal of Environmental Quality 26: 551-557
Smiri M., Caoui A.,  Rouhier N., Gelhaye E., Jacqout JP,  El-Ferjani E. (2010) Redox regulation of the glutathione reductase/iso-glutaredoxin system in germinating pea seed exposed to cadmium-Plant Science 179:423-436

Stohs SJ.,  Bagci D. (1995) Oxidative mechanism in the toxicity of metal ions-Free Radical Biology & Medicine 18:321-336
Sun Q., Yec ZH., Wang XR., Wong MH (2007) Cadmium hyperaccumulator leads to increase glutathion rather than phytochelatins in the cadmium hyperaccumulator Sedum alfredii-Journal Plant Physiology 164:1489-1498
Van Asshe F., Clijsters H. (1990) Effects on enzyme activity in plants -Plant Cell Enviromental 13:195-206
Van der Zaal BJ.,  Neuteboom LW., Pinas JE., Chardonnens AN.,  Schat H.,  Verkleij JA., Hooykas PJ. (1999) Overexpresion of a novel Arabidopsis gene related to putative zinc-transporters genes from animals can lead to enchances zinc resistance and accumulation-Plant Physiology 119:1047-1055
Wu FB., Che F., We K., Zhang GP.(2004) Effect of cadium on free amino acid, glutathione and ascorbic acid concentration in two barley genotypes(Hordeum vulgare L.) differing cadmium tolerance-Chemosphere 57:447-454
Zhou JM.,  Goldsbrough PB. (1994) Functional homologs of fungal metallothionein genes from Arabisopsis-Plant cell 6:875-884
Zhu YL., Pilon-Smits EA., Tarun AS., Weber SU., Jouanin L., Terry N.(1999) Cadmium tolerance and accumulation in Indian mustard is enhanced by overexpressing gamma-glutamylcysteine synthetase-Plant physiology 121: 1169-78
Internetové odkazy
http://www.irz.cz/repository/latky/kadmium_a_jeho_slouceniny.pdf

http://www.cadmium.org/pg_n.php?id_menu=15

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Itai-itai
http://www.vesmir.cz/clanek/kadmium-japonsko-a-syndrom-itai-itai
http://www.af.mendelu.cz/external/relay/agrochem/multitexty/html/agrochemie

_pudy/A_index_agrochem.htm
http://www.recetox.muni.cz/index.php?s=studium&f=downloa
14. Použité zkratky

ABC - ATP binding cassete
CDF – Cation diffusion faciliator

GFP – Green fluorescein protein

GSH - Glutathion

GS-NO – Nitroso-glutathion
GSSC - Oxidovaná forma glutathionu 
HMT – Heavy-metal transporter
IRT – Iron regulated transporter
MT - Metalothioneiny
MTP – Metal protein tolerance
NRAMP – Natural resistence associated protein
IARC – International agency for research on cancer
ROS – Reaktivní kyslíkové radikály
SH - Thiolová skupina
PCs – Fytochelatiny
YSL – Yellow stripe 1-like
ZIP – Zinc regulated protein
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