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Nanocastice stiibra patii v soucasné dobé mezi nejpouzivanéjsi
nanomaterialy, coZ je spojeno se zvySovanim jejich obsahu
Vv pudé a v odpadnich vodach. Z tohoto diivodu rostlou obavy
Zjejich negativniho pisobeni na rostliny. Vliv stfibrnych
nanocastic na rostliny zavisi na mnoha faktorech, mezi které
patfi i tzv. ,surface coating” neboli povrchovy obal. Ten
krom¢ stability nanocastic ovliviiuje i jejich pisobeni na zivé
organismy. Tento efekt je prozatim malo prozkouman
u vyssich rostlin. Cilem prace bylo srovnani vlivu nanocastic
stiibra s riznym povrchovym obalem u vybranych rostlinnych
druht, pficemZ pozornost byla zaméfena na strukturu a funkci
fotosyntetického aparatu, obsah pigmenti a hladinu
malondialdehydu. Statisticky vyznamné zmény sledovanych
parametrti indukujici inhibici fotosyntetické funkce byly
Vv pfipad€é hydroponického péstovani pozorovany zejména u
jeCmene jarniho, zatimco u rostlin péstovanych v MS médiu
byla signifikantni inhibice u Vvojtésky seté po aplikaci
citratového 1 glutathionového koloidu nanocastic stiibra.
Vyraznéjsi poskozeni u huseni¢ku rolniho péstovaného v MS
médiu nastalo pfi pisobeni vyssi koncentrace glutathionového
koloidu (G.AgNPs 5 mg/L). V porovnani S kontrolnimi
roztoky vykazovaly citratové nanocastice stiibra spise
pozitivni efekt, zatimco glutathionové spise negativni dopad na
fotochemii PSII.
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Silver nanoparticles are currently among the most used
nanomaterials, which is associated with an increase in their
content in soil and wastewater. For this reason, concerns
about their negative effects on plants are growing. The effect
of silver nanoparticles on plants depends on many factors,
including the so-called "surface coating". In addition to the
stability of nanoparticles, this also affects their effect on
living organisms. This effect is so far little studied in higher
plants. The aim of the work was to compare the effect of
silver nanoparticles with different surface coatings on
selected plant species, while attention was focused on the
structure and function of the photosynthetic apparatus, the
content of pigments and the level of malondialdehyde.
Statistically significant changes of measured parameters
indicating inhibition of photosynthetic functions were
observed especially in barley in the case of hydroponic
cultivation, while in plants grown in MS medium there was a
significant inhibition in alfalfa after the application of citrate
and glutathione colloid of silver nanoparticles. More
pronounced damage of arabidopsis grown in MS medium
was caused by a higher concentration of glutathione colloid
(G.AgNPs 5 mg/L). Compared to the control solutions,
citrate silver nanoparticles showed a rather positive effect,
while glutathione ones had a rather negative effect on PSII
photochemistry.
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1 UVOD A CILE PRACE

Diky Sirokému rozvoji vV nanotechnologickym primyslu je vyroba nanocastic na vrcholu
své expanze. Jeji rozmach saha do riznorodych oblasti od zdravotnictvi, strojirenstvi az po
zemédelsky prumysl. Nanocastice stiibra patii proto v soucasné dobé mezi nejpouzivané;si
nanomaterialy, coz je spojeno se zvySovanim jejich obsahu v pudé a v odpadnich vodach.
Z tohoto duvodu rostou obavy z jejich negativniho pusobeni na rostliny. Proto je nutné
1épe porozumét jejich ucinkim, které mohou vést k budoucim problémim.

Nanocastice maji fadu specifickych charakteristik, diky kterym jsou nenahraditelné.
Vyssi produkce vede k vétsSimu uvolnovani do okolniho prostiedi. Jedna se o nanoc¢astice
tézkych kovii, mezi které patfi zejména stifbro. Uginek nanoéastic stiibra je ovlivnén
hlavné jejich vlastnostmi. Od velikosti, koncentrace pfes naboj nanocastic, ale také i

povrchovym obalem nebo expozi¢nim prosttedim (hydroponie, médium).

Fotosyntéza je jeden z nejdilezitéjSich procest hrajici vyznamnou roli v ptirod¢. Pfi
ucinku nanocastic stiibra na rostliny dochazi k fadé zmén ve fotosyntetickém aparatu
rostlin. Série experimentl potvrdily zmény ve fotosyntetickych parametrech i v obsahu

fotosyntetickych pigmentu, které maji tlohu zejména pii absorpci svételné energie.

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe tykajici se
nanocastic stiibra, se zaméfenim na vliv povrchového obalu nanocastic na rostliny pfi
hydroponické aplikaci a aplikaci v Murashige a Skoog médiu. V experimentalni ¢asti bylo
cilem srovnat Gi¢inek stiibrnych nanocéastic o vybranych povrchovych obalech pii aplikaci
na kofeny a fapiky/oddélené listy husenicku rolniho, je¢mene jarniho a vojtésky seté se
zaméfenim na zmény fotosyntetickych parametrti a stanoveni obsahu pigmentti metodou
absorp¢ni  spektrofotometrie  a  malondialdehydu  vysokouc¢innou  kapalinovou
chromatografii. Jako pozitivni kontrola byl v experimentech pouzit roztok dusi¢nanu

stfibrného.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 PRIPRAVA NANOCASTIC STRiBRA

Diky védeckym pokroktim, které byly provedeny, Se Vv soucasné dob¢ nabizi Siroka skala
moznosti vyroby nanocastic stiibra (Haider a Kang, 2015). Existuje fada typu pfiprav,
mezi které se fadi chemicka, fyzikalni, fotochemicka nebo biologicka metoda. Kazda z
téchto metod nese své klady i zapory. Rizné metody piiprav nanocastic stiibra jsou spjaty

s problémy, mezi které se fadi cena, stabilita nanocastic ¢i definovana velikost a distribuce.

D-@

Mectody
~Z= pripravy =
AgNPs

Obr. 1: Schématické znazoréni jednotlivych typi piiprav nanog¢astic stéibra. Upraveno z Haider a Kang
(2015)

2.1.1 Chemicka metoda

Chemicka piiprava nanocastic stiibra je Siroce vyuzivanou metodou diky snadné pfipravé
v roztoku (Yu a Zhou, 2013). Radou vyzkumnikd byla vyuzita polyolova metoda, ktera
spocivala v pfipravé monodisperznich stéibrnych nanokostek redukci dusi¢nanu stiibrného
s ethylenglykolem za pomoci polymeru polyvinylpyrrolidonu (PVP). Tento zptsob
ptipravy nabizel kontrolu nad velikosti a tvarem nanocastic, které zavisely na molarnim
poméru dusi¢nanu stfibrného a PVP. Ethylenglykol slouZil zaroven jako rozpoustédlo a
redukéni ¢inidlo. Modifikaci polyolové metody za pouziti prekurzorové injekce byly
pfipraveny nanocastice o rozmérech mensich nebo rovnych 20 nm. Diky tomu doslo
k dokonalé kontrole nad piedem definovanou velikosti nanoc¢astic (Kim et al., 2006). Dalsi
metoda piipravy byla zalozena na dusi¢nanu stiibrném, oleylaminu a kapalném parafinu.
Oleylaminparafin byl zasadni latkou v fizeni teploty, nebot ta hrala klicovou roli
Vv determinaci velikosti ¢astic (Chen et al., 2007). Pozd¢&ji byla védci Mukherji a Agnihotri
provedena syntéza S vyuzitim dusiCnanu stfibrného jako prekurzoru a latek
tetrahydroboritanu sodného a citronanu sodného, které slouzily jako redukéni i stabilizacni

¢inidlo. Existuje fada riznych zptsobiu piipravy nanocastic stiibra, zakladem je vSak dbat



na tyto zakladni faktory: prekurzor stiibra, redukéni a stabiliza¢ni ¢inidlo (Agnihotri et al.,
2014).

2.1.2 Fyzikalni metoda

Mimo jiz zminéné chemické zptisoby pfipravy nanocastic stiibra existuji fyzikalni metody,
zahrnujici techniky odpafovani a kondenzace. Avsak jako kazda metoda nese i fadu
nevyhod, mezi které se fadi vysoka energetickd a Casova narocnost. Zavedenim

alternativnich technik by doslo k ovlivnéni zminénych problému (Haider et al., 2015).

Jednou z takovych technik je metoda tepelného rozkladu, pti niz dochazi k redukci
dusi¢nanu stiibrného a oleatu sodného (sodna sul kyseliny oleové) ve vodném roztoku.
Jakmile teplota dosahovala 290 °C, zacaly se postupné formovat monodisperzni
nanokrystaly stiibra (Lee a Kang, 2004). Kromé tepelného rozkladu byla pro ptipravu
nanocastic pouzita metoda zalozena na keramickém tepelném systému, ktery udrzoval
konstantni mnozstvi tepla pro odpareni prekurzoru. Jednalo se o tzv. techniku obloukového
vyboje se stiibrnymi elektrodami ponofenymi V deionizované vodé (Tien et al., 2008).
S postupnym vyvojem se rozvinula jedine¢né technika, kterd umoznila syntézu nanoc¢astic
o rozmérech mensich nez 5 nm. Pfiprava byla zaloZena na pfimém rozpraSovani kovu do
kapalného média. Tato alternativni metoda by sice snizila ¢asovou naro¢nost procesu, ale

vyzadovala by vyssi naklady.

2.1.3 Fotochemicka syntéza

Pocatky objevu fotochemické metody sahaji az do 18. stoleti, kdy bylo zjiSténo, Ze nekteré
soli stfibra piisobenim svételnych paprskli méni své zbarveni, tmavnou. Diky védeckému
pokroku se fotochemickd syntéza rozvinula do rozmérd, kdy umoznuje piipravu
definovanych kovovych nanocastic a nanomateriald. Foto-indukovanou ptipravu
nanocastic stfibra lze rozlisit na dva pfistupy: fotofyzikalni a fotochemickou techniku
(Sakamoto et al., 2009).

Fotochemickd metoda je zaloZena na redukci kovovych iontl s vyuzitim
fotochemickych meziproduktl jako jsou excitované molekuly nebo radikaly (Sakamoto et
al., 2009). Jednou z ptiprav AgNPs je fotoaktivacni metoda zalozena na UV zafeni a
vodném roztoku Tritonu-100, ktery slouzil jako redukéni a stabilizaéni ¢inidlo nanocastic a
soucasné i jako surfaktant, tedy povrchové aktivni latka napomahajici lepsi distribuci
nanocastic 0 definované velikosti a zvySenim povrchového napéti mezi rozhranim
rozpoustédla a nanocasticemi (Kumar Ghosh et al., 2003). Jiny zpisob piipravy byl pouzit

skupinou védctu Huang a kol. (2008) je zalozeny na pusobeni UV zafeni na alkalicky
3



vodny roztok sobsahem dusi¢nanu stiibrného a karboxymethylovaného chitosanu
(CMCTS). CMCTS slouzilo jako redukéni cinidlo se schopnosti stabilizace
syntetizovanych nanocastic dosahujici rozmérit menSich nez 10 nm. Pozdé&ji byla zavedena
modifikovana fotochemicka metoda, jenz spoc¢ivala na pfimé redukci dusi¢nanu sttibrného
s pouzitim laserového zdroje schopného emitovat zafeni v infracervené oblasti (Balan et

al., 2012).

Mezi hlavni piednosti, které tato metoda nabizi, patii vysoka Cistota a snadnost

procedury (Sakamoto et al., 2009).

2.1.4 Biologicka syntéza

Metody, které byly zminény a popsany vyse, jsou zalozeny na tfech zakladnich slozkach:
na soli, nejcastéji se jednalo o dusi¢nan sttibrny, na redukénim cinidle (ethylenglykol) a na
stabiliza¢ni latce, zajistujici kontrolu ristu nanocéstic S piipadnym zamezenim jejich
agregace. U biologické syntézy jsou vyuZzivana redukéni a stabilizaéni ¢inidla z bakterii,
hub, kvasinek ¢i rostlin (Sintubin et al., 2012).

Jednim z organismd, ktery se vyuziva pii biologické syntéze, je Shewanella oneidensis.
Jedna se o typ bakterie, kterd je schopna redukovat kovy. Pfi jejim naockovani dusi¢nanem
stfibrnym dochazi k postupné tvorbé malych nanocastic stiibra dosahujicich rozmért
menSich nez 11 nm. Vzniklé nanocastice jsou hydrofilni a stabilni s velkym povrchem.
Kromé zminénych vlastnosti se syntéza vyznacuje jednoduchosti a ekonomicky Setrnym
pfistupem v porovnani S chemickym typem syntézy (Suresh et al., 2010). Jind studie
namisto bakterie vyuzila houbu Trichoderma viride pro extracelularni syntézu, jejiz
prekurzorem byl dusi¢nan stiibrny. Velikost nanocastic se pohybovala v rozmezi od 5 do
40 nm (Fayaz et al., 2010). Nasledujici syntéza byla zalozena na bakterii rodu Bacillus.
Jednalo se o Bacillus subtilis s dusicnanem stiibrnym. Vznikajici nanocéstice o rozmeérech
5-15 nm byly pozorovany v tzv. periplazmatickém prostoru mezi vnéj§i a vnitini
membranou bakterie (Pugazhenthiran et al., 2009). Kromé rodu Bacillus se nabizelo
vyuziti i rodu Lactobacillus. Druhy zminéného rodu jsou schopny akumulovat i redukovat
stfibrné ionty Ag*. Lokalizace a nasledna distribuce produkovanych nanocastic se odliSuje
Vv zavislosti na druhu. Nejmensi nanocastice 0 velikosti 11,2 nm byly produkovany druhem
L. fermentum. Vyznamnym faktorem byla hodnota pH, ktera ovlivnila rychlost redukce
(Sintubin et al., 2009).

Strucné feceno biologicka syntéza nabizi fadu piednosti, oproti jinym zplsobiim vyroby
nanoCastic stiibra, at’" uz fyzikalni ¢i chemické. Je Setrnd k zivotnimu prostfedi a

4



ekonomicky dostupna. Redukce probihajici v pfislusném organismu byla kratsi a
vystavena okolni teplot¢ a tlaku. Pii syntéze hrala hlavni roli bunétna sténa
mikroorganismu, ktera byla zaporné nabita a reagovala s kladné nabitymi kovovymi ionty,
kdy dochazelo k redukci kovovych ionti (Thakkar et al., 2010).

2.2 POVRCHOVY OBAL

Nanocastice stiibra existuji ve dvou formach, v bezobalové a s povrchovym obalem tzv.
coatingem (Travan et al.,, 2009). Pravé povrchova vrstva obalujici jadro stiibrnych

nanocastic muze zasadné ovlivnit jejich €¢inek na rostliny.

Mezi nejpouzivanéjsi povrchové obaly patii citrat (karboxylové kyseliny), polymer
polyvinylpyrolidon (PVP), polysacharidy (arabska guma GA) a rizné typy surfaktantd
jako je dodecylsulfat sodny (SDS) ¢i cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB) (Levard et
al., 2012).

Obr. 2: Typy povrchovych obalil vyuZivané pii pfipravé nanocastic stiibra. Pfevzato z Biba et al. (2021a).

Existuji dva typy procest vedouci ke stabilizaci nanocastic. Prvni moznosti je sféricka
stabilizace, jenz vznika jako nasledek adsorpce polymeru na povrch nanocastice (Koczkur
et al., 2015). Druhou moznosti je elektrostaticka stabilizace, ktera zahrnuje tvorbu
povrchového naboje, vétsinou fyzikalni adsorpci nabitych latek na povrch nanocastice (Yu
a Xie, 2012). Citrat patiici mezi chelata¢ni Cinidla je jednim znejvice pouzivanych
stabiliza¢nich Cinidel. M4 schopnost vézat kationty kovili, v naSem ptipadé¢ nanocastic
sttibra. Vazbou dochazi ke zvySeni negativniho naboje na povrchu AgNPs (Chinnapongse

etal., 2011).

Aglomerace je jednim z podstatnych faktord ovliviiujicich biologickou dostupnost.
Dusledkem je tvorba vétich &astic vedouci k oxidaci elementarniho stiibra (Ag°) na
stfibrné ionty (Ag*) s naslednou zménou reaktivity AgNPs (Behra et al., 2013). Rada
provedenych studii po wuvolnéni AgNPs do Zivotniho prostiedi zaznamenala

biotransformacni reakce, od oxidativniho rozpusténi kyslikem pfes interakci se sulfidy ¢i
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chloridy (Levard et al., 2012). Zminéné faktory mohou mit vyrazny dopad na chovani
AgNPs a tim ovlivnit jejich fyzikalné-chemické vlastnosti (Tkalec et al., 2019). Za ucelem
jejich zamezeni jsou proto aplikovana stabilizacni c¢inidla tvofici povrchovy obal

nanocastic (Levard et al., 2012).

Cytotoxicita nanocastic tizce souvisi s typem povrchového obalu (Traven et al., 2009).
Mezi procesy, které hraji ustfedni roli V toxickém plsobeni nanocastic, patfi naruseni
rovnovahy mezi tvorbou reaktivnich kyslikovych radikali (ROS) a antioxida¢nimi

ochrannymi mechanismy.

2.3 STABILITA NANOCASTIC STRIBRA V RUZNYCH TYPECH
MEDII

Stabilita nanocastic v médiich zavisi na pH média, iontové sile a na koncentraci
rozpusténych organickych a anorganickych latek (Maccuspie, 2011). Vlivem vzajemného
pasobeni AgNPs a jednotlivych slozek obsazenych v médiu je mozny vznik aglomerace
(Akter et al., 2018), k niz maji vysokou tendenci zejména AgNPs v disledku jejich velké
povrchové vrstvy (Bae et al., 2013). Mimo jiné, redukce Ag" iontd z AgNPs vede ke

vzniku druhotnych ¢astic s odlisnymi vlastnostmi (Azodi et al., 2016).

Stabilita AgNPs zavisi do zna¢né miry na typu média a expozi¢ni dobé (Biba et al.,
2021b). Bylo potvrzeno, ze AgNPs bez povrchového obalu o menSich rozmérech jsou
rozpoustény s vyssi rychlosti a dochazi i k uvoliiovani Ag* iontd v médiu (Muraleetharan
et al.,, 2019). Experimenty na vybranych rostlinach, zvlast¢ u huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) potvrdily zvysenou aglomeraci u AgNPs bez povrchového obalu
(0,2 — 1 mg/L) pii péstovani rostlin v Hoaglandové médiu (Nair a Chung, 2014a).
Aglomerace AgNPs (1 - 10 umol/L) byla zaznamenana i u zelenych fas (Chlamydomonas
reinharditi) péstovanych ve specifickém médiu s vyssim obsahem soli, ktera je bézné
pouzivana pro jejich rust (Dewez a Oukarroum, 2012). Nanocastice stiibra bez
povrchového obalu nesou zaporny naboj, disledkem funkénich skupin (hydroxy, oxo nebo
sulfo) na povrchu. Diky tomu dochazi k jejich stabilizaci v deionizované vod¢. Nicmén¢ v
médiu nebo v pude¢ dochazi k interakci pfitomnych iontd, snizeni odpudivych sil, diky
¢emuz dochazi k jejich aglomeraci (Levard et al., 2012). Vyssi stabilita je dosazena
povrchovym obalem, ktery snizi energii na povrchu nanoc¢astic a zamezi tak interakci s

okolnimi latkami, disledkem ¢ehoz dochazi ke snizeni aglomerace (Kvitek et al., 2012).

Nanocastice stiibra s citratovym povrchovym obalem, které se bézné pouzivaji pro

studium u rostlin i fas nevykazovaly zadné abnormalni zmény ve vodném prostiedi u
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vybranych rostlin (Pokhrel a Dubey, 2013). Nicméné signifikantni zmény byly
zaznamenany Ve studii s tabakem virginskym (Nicotiana tabacum) u sférickych AgNPs
(100 uM). Béhem méteni doslo ke snizeni jejich hydrodynamického priméru, coz znaci
zmenSeni nanocastic v disledku disociace Ag® iontd, vlivem které doSlo i ke sniZzeni
zaporného zeta potencidlu zpiisobenému poklesem negativniho naboje na citraitovém
povrchu nanoéastic (Peharec Stefani¢ et al., 2019). Sérii provedenych experimenti bylo
prokazéano, ze AgNPSs s citratovym obalem maji tendenci byt vysoce nestabilni v médiich
rizného typu jez se vyznacuji velkou iontovou silou. Zvlasté v polotekutych i tuhych
typech médii, kdy doslo ke zvySeni hydrodynamického praméru, které odrazi aglomeraci
AgNPs (Stefani¢ et al., 2021). Kromé zmény hydrodynamického priméru doslo i ke
snizeni hodnoty zaporného zeta potencialu (z -16 mV na — 12 mV) (Li et al., 2018).
Pfidanim polymeru jako je phytagel do MS média doslo ke snizeni oxidace AgNPs, diky
¢emuz doslo k jejich stabilizaci (Biba et al. 2021a).

Stejné chovani jako u AgNPs s citritovym obalem byly pozorovédno u pozitivné
nabitych AgNPs — CTAB. Pii péstovani cCibule kuchynské (Allium cepa) ve vodé se
nanocastice chovaly bez zjevnych modifikaci, zatimco v tekutém MS médiu doslo

k prudké aglomeraci (Cvjetko et al., 2017).

Diky své schopnosti stabilizace prostfednictvim sterického odpuzovani mezi
polymernimi nanocasticemi je PVP povrchovy obal jeden znejvice rozsifenych a
pouzivanych (Biba et al., 2020). Je vyuzivan nejen v nanotoxikologickych studii u rostlin
ale i u fas. Jeho vysoka stabilita byla potvrzena jak ve vodé, tak i v riznych typech zivnych
médii (Cvjetko et al., 2017). Studie autorti Yang a kol. (2019) podrobila AgNPs-PVP vlivu
riznych faktord v médiich, kterd jsou bézné¢ pouzivana pro péstovani ryze seté (Oryza
sativa). Zjistili, ze chloridové ionty, které hraji dulezitou roli v transportu a akumulaci
nanocastic stfibra i stfibrnych iontli, zvysily stabilitu AgNPs — PVP v médiu zvySenim

negativniho naboje nanocastic, vedoucim K vétsi disperzi.

Pfi srovnani chovani nanocastic s citratovym, PVP a CTAB obalem v MS médiu pii
péstovani husenicku rolniho (Nicotiana tabacum) bylo zjisténo, Ze nejmensi aglomerace
nastala u nanocastic stiibra s PVP obalem oproti AgNPs-citrat a CTAB. RovnéZz doslo
k poklesu zaporné hodnoty zeta potencialu (Peharec Stefani¢ et al., 2021). Fyzikalné-
chemické vlastnosti studovanych nanocastic stiibra hraji velmi dulezitou roli v reakci
na dané prostiedi. Je proto nezbytné ziskat hlubsi znalosti, nebot’ rizné podminky, kterym
jsou AgNPs vystaveny, mohou ovlivnit jejich velikost, tvar a povrchovy naboj (Pem et al.
2021).



2.4 TRANSPORT NANOCASTIC A JEJICH EFEKT NA RUST A
MORFOLOGII ROSTLIN

Kliceni je prvni a esencialni fazi ve vyvoji rostlin, ktera mtze byt ovlivnéna fadou vnéjsSich
faktordi, mezi které patii i vliv nanocastic stfibra. Jeho uc¢inkem dochéazi k ovlivnéni
metabolickych déju, které zasahuji do procesu kli¢eni a rustu rostlin (Sz6116si et al., 2020;
Tymoszuk, 2021). Dosavadni studie poukazuji jak na pozitivni, tak i negativni dopad
AgNPs. Nicméné samotny ucinek zavisi na druhu rostliny, metod¢ expozice a specifickych
vlastnostech nanocastic (Tkalec et al., 2019). Vyvojové stadium, ve kterém se rostlina
nachazi, je dal$im z faktort ovliviiujicich pusobeni AgNPs. Pokud jsou nanocastice
absorbovany koteny semenackil ¢i pln€ vyvinutych rostlin, jsou transportovany cévnimi
pletivy ze stonku do listd, kde vedou k vaznému poskozeni (Yan a Chen, 2019). Bylo
pozorovano, ze Vliv stiibrnych nanocastic na kli¢eni a rust rostlin se lisi podle typu jejich

povrchového obalu.

V publikaci Pokhrel a Dubey (2013) byla zjisténa inhibice kliceni semen kukufice a
zeli, zatimco inhibice rustu kofent byla zaznamenana pouze u zeli. Zavérem prace bylo, ze
semena mensich rozmérti s vétsim povrchem byla citlivéjsi na t¢inek AgNPs. V jiné praci
bylo zkoumano kli¢eni u tabaku virginského (Nicotiana tabacum) pod vlivem citratovych
nanocastic V rozmezi koncentraci 25-150 uM v MS médiu. Bylo zjisténo, Ze pii nizsi
koncentraci doslo k pozitivnimu dopadu na proces klieni, zatimco pii vyssi koncentraci
naopak k jeho inhibici (Biba et al., 2021a). Podobny ucinek byl registrovan i U rajcete
setého (Lycopersicon esculentum), kdy doslo k inhibici ristu kofent pfi vSech studovanych
koncentracich (Song et al., 2013). Vyjma dopadu na kli¢eni a rist kofenti byly popsany
zmény u rustu fazole mungo (Phaseolus radiatus) a prosa velkého (Sorghum bicolor).
Akumulované nanocastice stiibra s citratovym obalem vedly k zahnédnuti kofenové tkané

s nekrozou po expozici v MS médiu o koncentraci 40 mg/L (Lee et al., 2012).

Vedle citratovych nanocastic jsou Siroce vyuzivané stericky stabilizované nanocastice
stiibra s PVP obalem. Jejich dopad na rostliny pfedev§im na kliceni a rany riist mize byt
nepiiznivy. Tento ucinek byl zaznamenan na kofenech cibule kuchynské (Allium cepa) pii
hydroponickém péstovani S pfidavkem nanocastic o koncentraci 100 mg/L, kdy doslo
k omezeni kli¢eni a prodluzovani kotene (Scherer et al., 2019). Naopak protichidny dopad
AgNPs — PVP byl sledovan u husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) ve studii Wang a
kol. (2020), kdy nanocastice stiibra, které byly lokalizovany v bunécné sténé a v
mezibunéénych prostorach, prispivaly Kk rastu kofenti, avSak pouze pii nizSich

koncentracich do 60 mg/L. Vyssi koncentrace (100-300 mg/L) mé&ly protichtidny ucinek.
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Signifikantni znamky chlorézy byly zaznamenany u zavitky teckované (Landoltia
punctata) pii aplikaci nanocastic stiibra s povrchovym PVA obalem (Lalau et al., 2020).
Podobny efekt byl rovnéz popsan u ryze seté (Oryza sativa) Vv ristovém médiu
s koncentraci NPs (60 pg/mL). Nanocastice stiibra s PVA obalem penetrovaly pies
bunéénou sténu a mély negativni vliv na rist kofeni a bunéénou morfologii. Soucasné
doslo i k poklesu hmotnosti rostlin (Vannini et al., 2013). Rovnéz pii aplikaci AgNPs — GA
na semenacky jilku mnohokvétého (Lolium multiflorum) o koncentraci 40 mg/L doslo
K inhibici rustu a poSkozeni epidermis, které vyustilo v oslabeni ristu kofenového vlaseni.
Tyto disledky byly vysvétleny vysokou koncentraci nanoc¢astic v kofenech i1 ve vyhoncich
sazenic. Mimo to, nedoslo k poklesu toxického efektu ani po pfidani cysteinu, ktery vaze
stiibrné ionty. Naopak efekt testovanych nanocastic vykazoval daleko vyss$i toxicitu nez

ionty stiibra aplikované 0 stejné koncentraci (Yin et al., 2011).
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Obr. 3: Transport nanocastic stfibra s povrchovym obalem a bez povrchového obalu v rostlinach a jejich

dopad na rust a morfologii. Upraveno z Biba et al. (2022).

Doposud pouze nékolik studii bylo zaméfeno na porovnani u¢inku nanocastic stiibra o
riznych povrchovych obalech ve snaze prokazat specificky dopad jednotlivych
stabiliza¢nich c¢inidel (Biba et al., 2021b). Prace Pereira a kol. (2018) se soustiedila na
srovnani Vlivu nanocastic stiibra s PVP a citratovym obalem na okiehek maly (Lemna
minor). Bylo shledano, Ze oba studované obaly nanocastic vedly k poSkozeni, ackoliv
jejich mechanismus se liSil. Zatimco G¢inek AgNPs — PVP vedl k potlaceni rlstu, citratové

AgNPs zptisobily chlorozu rostlin.



Jina studie se soustiedila na AgNPs s PVP a CTAB obalem spolu s AgNO3z (25— 100
uM) efektem na sazenice tabaku virginského (Nicotiana tabacum) péstovaném v MS
médiu. Provedené experimenty byly soustfedény na dopad na kliceni, rast kofenti a
hmotnost rostlin. Nizsi koncentrace AgNPs — PVP (25 uM) vedla k pozitivnimi vlivu na
rast kofenu, zatimco vy$$i koncentrace AgNPs-PVP (50 a 100 pM) zpusobila inhibici
rastu. Uginek AgNPs — PVP zpusobil poskozeni ve sledovanych koncentracich, zatimco
dopad AgNPs — CTAB ved| k vyraznému toxickému dopadu na rostliny tabaku, dokonce i
ve srovnani s AgNOs. Piidanim cysteinu, ktery vaze stiibrné ionty, doSlo ke zmirnéni
toxického ucinku AgNPs-PVP, coz naznacuje, ze negativni dopad byl zptisoben piedevsim
uvolnovanim stiibrnych iontd. Naopak u¢inek AgNPs — CTAB nebyl zmirnén, ani po
pridani cysteinu. To svéd¢i o faktu, ze toxicita byla vyvoland samotnym povrchovym

CTAB obalem (Biba et al., 2020).

Doposud provedené experimenty vedly k zavéru, ze efekt nanocastic stéibra na rostliny,
zahrnujici zejména kliCeni semen, rist a vyvoj zavisi do zna¢né miry na specifickych
parametrech jak nanocastic stiibra (typ povrchového obalu, koncentrace), tak i testovanych
rostlin (druh, vyvojové stadium, péstebni podminky) (Tkalec et al., 2019). Vliv nano¢astic
stiibra na kli¢eni a rist rostlin byl pfevazné negativni, coz bylo pravdépodobné zptisobeno

intenzivnim dopadem na kofeny. Avsak pozitivni vliv byl rovnéZ prokazan.

2.5 DOPAD NA FOTOSYNTEZU

Fotosyntéza je jednim ze zésadnich procesi na Zemi probihajici u rostlin, fas a
cyanobakterii. Je nedilnou soucasti zivotaschopnosti a rustu organismi, kdy dochazi
k pfeméné¢ svételné energie na energii chemickou. Samotny proces fotosyntézy je velmi
citlivy na vnéjsi faktory, mezi které se fadi sucho, teplo, salinita nebo tézké kovy. Pravé
tyto Cinitelé jsou schopny vyvolat stres u rostlin a neptiznivé ovlivnit jejich vitalitu
(Murchie a Lawson, 2013). Zasadnim fotosyntetickym pigmentem je chlorofyl, jehoz
hlavni funkci je zachyt svételné energie. Mnozstvi chlorofylu hraje podstatnou roli ve

fotosyntéze rostlin (Richardson et al., 2002).

Energie absorbovana molekulami chlorofylu je vyuzita tfemi zpusoby, které si
navzajem konkuruji. Jedna se o fotochemickou cestu, pfeménu na teplo a fluorescenci.
Vytézek fluorescence chlorofylu nabizi cenné informace o efektivité fotochemie. Ze zmén
chlorofylové fluorescen¢ni kinetiky lze =ziskat informace o struktuie a funkci
fotosyntetického  aparatu. Podrobngjsi informace jsou zjistény z odvozenych

fluorescenc¢nich parametra (Strasser, 2004).
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Pokles hladiny chlorofylu pti G¢inku nanocastic stéibra byl zaznamenan celou fadou
provedenych studii tykajicich se vodnich, kulturnich i modelovych rostlin. Pii pisobeni
AgNPs (1 a 2,5 mg/L) na kotfeny husenicku rolniho pii hydroponickém péstovani po dobu
3 dnti doslo k vyznamnému poklesu hladiny chlorofylu (Ke et al., 2018). T¢zké kovy svym

ucinkem dokazou snadno inhibovat syntézu i hladinu chlorofylu (Li et al., 2018).

Rada autort studovala fytotoxicitu nano&astic stiibra pomoci riznych fluorescenénich
parametri. Jednim znich byl parametr Fv/Fm, neboli maximalni kvantovy vytézek
fotochemie fotosystému II (PSIl). Diky nému je mozné zjistit sjakou ucéinnosti je
absorbovana svételna energie vyuzita vreakénim centru PSII (Krause a Weis,1991).
Experimenty, které byly zaméfeny na zminény parametr, zjistily jeho pokles u série

studovanych rostlin pravé pti u¢inku AgNPs (Tripathi Shweta et al. 2017).

Data o toxickém efektu AgNPs byla prvotné shromazdéna u vybranych druhi
fotosyntetickych fas. U Chlamydomonas reinhardtii doslo béhem nékolika hodin expozice
nanocasticim stiibra bez povrchového obalu o koncentraci v rozmezi 801-879 nM
k inhibici PSII (Navarro et al., 2008). Vyzkumnici Dewez a Oukarroum (2012) studovali
dopad nanocastic stiibra na strukturu fotosyntetického aparatu a zjistili poskozeni struktury
reakéniho centra PSII. Mimo jiné doslo i ke zménam u komplexu vyvijejiciho kyslik a
Kk inhibici elektronového transportu. Tyto zmény byly detekovany u Chlamydomonas
reinhardtii pii expozici AgNPs (5 a 10 umol/L) po dobu 6 hodin. Hodnota
nefotochemického zhaseni poklesla, coz indikovalo potlaéeni ochrannych mechanismu,

Které nebylo mozné aktivovat.

Diive zminény vyzkum autori Ke a kol. (2018) krom¢& méteni hladiny chlorofylu
studoval i zmény parametru Fv/Fm u husenicku rolniho. Toxicky uc¢inek AgNPs (1 a 2,5
mg/L) pti hydroponickém péstovani vedl Kkjeho poklesu, coz svéd¢i o schopnosti
nanocastic stfibra inhibovat u¢innost fotosyntézy. Inhibice nastalai jak ucinkem AgNPs,
tak i Ag" iontl, avSak negativngjsi dopad byl zaznamenan u AgNPs. Vyvolana inhibice
korelovala s dopadem na kofeny rostlin, které jsou centralnim mistem, kde probiha prvotni
interakce s nanocasticemi. To je jedna z moznych pficin, ktera vedla k poskozeni kofenti a
k ovlivnéni biologickych pochodu, jako je fotosyntéza (Jin et al., 2017; Li et al., 2018).
Potla¢eni rustu kofeni bylo zaznamenano i U huseni¢ku rolniho péstovano v MS médiu po
dobu 7 dnii pii pusobeni AgNPs (0,5 a 3 mg/L). Uginkem nanoéastic doslo k silnému
inhibi¢énimu efektu na kofeny, ale pouze u vyssi pouzité koncentrace v porovnani s efektem
Ag" iontd. Kromé potlaceni riistu kofenového vlaseni doSlo i k poklesu rastu novych

kofenti. Mimo jiné pfitomnost nanocastic stiibra byla detekovana i v listech rostlin.
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Uc¢inkem AgNPs i Ag* doslo ke zméné vnitini struktury listll, zejména zmenseni jejich
bunck. Nanocastice stiibra zpisobily plossi tvar chloroplastl, uzsi grana a vétsi vzdalenost
mezi thylakoidnimi membranami. Rovnéz doslo i ke zvySeni mnozstvi osmiofilnich
globuli i denznich ¢astic. Denzni Castice detekované v listech byly dikazem, Ze
nanocastice stiibra byly absorbovany kofeny a transportovany az do lista (Qian et al.,
2013). V listech tabaku virginského (Nicotiana tabacum) doslo ucfinkem AgNPs
s citratovym obalem K ovlivnéni struktur chloroplasti. Pfi porovnani s kontrolnimi
rostlinami byly pozorované chloroplasty mensich rozmérd, zatimco thylakoidni systém
zustal nezménén (Cvjetko et al., 2018). Strukturni zmény chloroplasti byly vyvolany
kromé& nejen zminénymi citratovymi nanocasticemi, ale i nanocasticemi s obaly PVP a
CTAB (Peharec Stefanié et al., 2021).
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Obr. 4: Strukturni a funkéni zmény ve fotosyntetickém aparatu u rostlin a fas pii t€inku nanocastic stiibra
sriznymi povrchovymi obaly. RuBisCo — ribuldza-1,5bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa, 3-PGA — 3-
fosfoglycerova kyselina, G3P — glyceroaldehyd-3-fosfat, PS — fotosystém, PQ — plastochinon, Cyt b6f —
cytochrom béf, PC — plastocyanin, Fd — feredoxin. Upraveno z Biba et al. (2022).

Prestoze fytotoxicita zplsobend ucinkem nanocéstic stfibra neni dostatecné
prozkoumana a pochopena, doposud nasbirand data naznacuji, ze AgNPs mohou v
rostlinich disociovat na Ag" (Tkalec et al.,, 2019), které mohou nahradit Cu®
v plastocyaninech, coz vede K naruSeni funkce elektrotransportniho fetézce a tvorby i
rovnovahy ROS. Mimo jiné mohou Ag* reagovat s thiolovou skupinou enzymii a narusit

biosyntézu chlorofylu (Jansson a Hansson 2008; Xu et al., 2010).
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Poskozeni funkce fotosyntetického aparatu muze vést i k poklesu asimilace oxidu
uhli¢itého. Tyto zmény byly zaznamenany u bobu obecného (Vicia faba) pti vlivu AgNPs
— PVP ve vodném roztoku (100 mg/L) (Falco et al., 2020). Stejny dopad byl sledovan i u
lociky salatové (Lactuca sativa) pii vlivu nanocastic stiibra o rtznych povrchovych
obalech (citrat, PVP, PEG polyethylenglykol) a koncentracich (1-15 mg/L) po dobu 9 dnt
v Hoaglandov¢ roztoku (Torrent et al., 2020) nebo u ryze seté (Oryza sativa) ptsobenim
nanocastic stfibra bez povrchového obalu (Abbas et al., 2019). U rajcete jedlého
(Lycopersicon esculentum) pii Géinku AgNPs — PEG byla naméfena nizsi hladina
chlorofylu a narusSena asimilace CO>. (Das et al., 2018). Poskozeni asimilace CO2 mohlo
byt zptisobeno snizenou aktivitou RubisCo, nebot’ praveé tento enzym hrajici nezbytnou roli

ve fotosyntéze je velmi citlivy na vliv stiibrnych iontd (Jiang et al., 2017).

Studie, jez vedl Peharec Stefani¢ (2021) byla zaméfena na porovnani u¢inku nanoéastic
stiibra o vybranych povrchovych obalech na rostliny tabaku v MS médiu. Jednalo se o obal
citratovy, PVP a CTAB, pouzity byly nanocastice 0 koncentraci 25, 50 a 100 uM.
Nejmensi poskozeni bylo zjisténo na rostlinach, které byly vystaveny Ucinku citrdtovych
nanocastic. Na druhou stranu efekt nanocastic s PVP a CTAB obalem vedl| k vyraznéj§imu
poklesu hladiny chlorofylu i xantofylti spojenému s inhibici uc¢innosti fotosyntézy. Mensi
efekt citratovych nanocastic stiibra mohl pochazet z jejich rychlé schopnosti aglomerace,
¢imz doSlo k ovlivnéni biologické dostupnosti. Naopak diky pozitivhimu naboji a delsi
citratovych nanocastic doslo i ke zvyseni hladiny xantofylti a parametru NPQ. Tyto zmény
souvisely s inhibici fotochemickych reakci, nadmérnou excitaci a ochranou PSII (Gondikas
etal., 2012).

Nicméné dopad nanocastic stfibra na rostliny neni pouze negativni. Stimula¢ni uc¢inek
na fotosynteticky aparat a zvySena hladina chlorofylu byla nalezena u piskavice fecké seno
(Trigonella foenuk-graecum) po uc¢inku nanocastic stiibra s citratovym obalem (Sadak,
2019), stejné tak u hoicice hnédé (Brassica juncea) (Sharma et al., 2012a). Totozny efekt
byl zaznamenan i u vanilky a cukrové titiny, které byly oSetfeny AgNPs — PVP (Spinoso-
Castillo et al., 2017; Bello-Bello et al., 2017). Ackoliv zvySena hladina chlorofylu byla
zaznamenana u semenacki tabaku, ucinnost fotosyntézy zistala nezménéna (Biba et al.,

2021a).

Na zéklad¢ dostupnych dat, Ize konstatovat, ze c¢inkem AgNPs dochazi ke snizeni
obsahu fotosyntetickych pigmenti, inhibici fotochemickych reakci a asimilaci oxidu

uhli¢itého (Biba et al.,2022). Toxicky dopad na studované druhy rostlin byl ovlivnén jak
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typem povrchového obalu nanocastic stiibra, tak druhem rostliny, vyvojovym stadiem a

péstebnimi podminkami.

2.6 NAVOZENI OXIDATIVNIHO STRESU A VLIV NA
ANTIOXIDACNI MECHANISMY

Oxidacni stres je stav, kdy je naruSena rovnovaha mezi tvorbou reaktivnich forem kysliku
a schopnosti organismu tyto reaktivni formy odbouravat. Antioxidacni systém tak zajistuje
ochranu bunék pied oxidativnim poskozenim pii pasobeni, vnéjsich stresovych faktort
(Asada a Takahashi 1987). Produkty redoxnich reakci jsou volné radikaly a derivaty
kysliku, které jsou schopny inaktivovat enzymy, coz vede k poSkozeni jednotlivych
bunécénych slozek. Dlkazem, ze rostlina byla vystavena nadmérnému stresu je zvySena
produkce kyslikovych derivatii, ¢imz dochazi k naruseni rovnovahy. Pisobenim volnych
radikalt dochazi k postupné peroxidaci lipidd a deesterifikaci mastnych kyselin. Rostliny
si vSak vyvinuly fadu obrannych mechanismi, které dokaZou vici volnym radikdlim
bojovat a zamezit tak jejich vlivu (Arora et al., 2002). Tvorba ROS je nicméné i béznou

soucasti metabolickych procest u rostlin (Alscher et al., 1997).

Doposud provedené experimenty ukazuji, ze pti plisobeni kovovych nanoc¢astic dochazi
ke zvySené tvorbé reaktivnich forem kysliku a k interakci nanocastic s proteiny, lipidy a
DNA, coz zpusobi poskozeni metabolickych drah, destrukci bun¢k a navozeni bunééné
smrti (Yang et al., 2017). Tvorba superoxidovych radikali a peroxidu vodiku byla
podrobena zkoumani na cibuli kuchyiské (Allium cepa). Bylo zjisténo, ze pii vystaveni
kofent uc¢inku AgNPs 0 koncentraci 80 mg/L doslo ke zvySeni hladiny ROS jiz po dvou
hodinach expozice (Panda et al., 2011). Studie autorti Cvjetko a kol. (2017) se zaméfila na
vliv nanocastic stfibra S riznym povrchovym obalem na kofeny cibule kuchynské (Allium
cepa). Jednalo se 0 AgNPs — PVP, jakozto jeden z nejcastéjSich povrchovych obalt,
AgNPs — CTAB a AgNPs — Citrat. Bylo zjisténo, ze signifikantni zvyseni hladiny ROS
nastalo predevsim v pfipadé povrchového obalu PVP a CTAB pti koncentracich nano¢astic
50, 75 a 100 uM ve srovnani s kontrolou. Nejméné zvysena hladina ROS byla zjisténa po
aplikaci citratovych nanocastic. Avsak, znateln€jsi zmény hladiny ROS byly viditelné u
rostlin po uc¢inku dusi¢nanu stiibrném jiz pfi koncentraci 25 pM. Nanocastice stiibra mély
niz8i ucinek v porovnani s AGNOs. To naznacuje, ze toxicita nanocastic stiibra ziejmé
nesouvisela s disociaci Ag™ iontd. To mohlo byt ddno povrchovym obalem nanocastic,
ktery je stabilizoval a zabranil disociaci, tudiz potlacil toxicitu s ni spojenou (Yasur a Rani,
2013).
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Ke stejnému vysledku dosla i studie husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) pod
vlivem nanocastic 0 koncentraci v rozmezi 0,2 — 1 mg/L pfi hydroponickém péstovani
vV Hoaglandové Zivném roztoku (Nair a Chung, 2014a). U sazenic tabaku virginského
(Nicotiana tabacum), které byly vystaveny t¢inku AgNPs (100 uM) s citratovym obalem
po dobu 30 dnti v MS, doslo k elevaci ROS, nicméné u AgNO3 dosahoval obsah ROS vyssi
hodnoty (Stefanié et al., 2018). Naopak vyssi hladina ROS byla zaznamenana po aplikaci
AgNPs o koncentraci 10 a 20 mg/L bez povrchového obalu ve srovnani s AQNOs u

bramboru obecného (Solanum tuberosum) (Bagherzadeh Homaee a Ehsanpour, 2016).

Zména Cinnosti CAT, SOD, POD a
mnoZstvi antioxidacnich molekul
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Obr. 5: Efekt nanodastic stfibra s povrchovym obalem na rostlinnou buriku. ROS — reaktivni forma kysliku,
ER — endoplazmatické retikulum, CAT — katalasa, SOD — superoxiddismutasa, POD — peroxidasa. Upraveno
z Biba et al. (2022).

Hlavni tlohou antioxida¢niho aparatu je regulace nadmérné produkce a vychytavani
ROS pii vystaveni vlivu AgNPs v rostlinach (Yasur a Rani, 2013). V s6ji lustinaté
(Glycine max) byla prokazana zvysena aktivita enzymi superoxiddismutasy (SOD) a
katalasy (CAT) po vystaveni ucinku AgNPs s citratovym obalem. ZvySena aktivity
zminénych enzymi vedla k poklesu obsahu peroxidu vodiku v rostlinach (Galazzi et al.,
2019). Utinek AgNPs na tabdk virginsky (Nicotiana tabacum) vedl ke specifickym
reakcim antioxidacnich enzymil v zévislosti na lokalizaci pletiva. Pfi expozici nizké
koncentraci citratovych nanocastic stfibra doSlo ke zvySeni aktivity enzymu CAT
Vv kofenech, zatimco vys$$i koncentrace nanocastic zpusobila kromé zvyseni aktivity CAT i

zvySeni aktivity peroxidasy (POD) v listech (Cvjetko et al., 2018).
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Kromé zminénych antioxida¢nich enzymu se pfi likvidaci ROS uplatiuji i neenzymové
antioxida¢ni molekuly, mezi které se fadi prolin, glutathion (GSH) a karotenoidy. Jejich
uloha spociva v procesu detoxifikace rostlin (Hayat et al., 2012). Glutathion ma schopnost
vazat volné radikaly (Lee et al., 2007) a slouzit jako substrat pii tvorbé fytochelatini (Ha et
al.,, 1999). Karotenoidy dokazou regulovat hladinu ROS prostym zvySenim své
koncentrace (Havaux, 2014). Avsak bylo zjisténo, Ze u ryze seté (Oryza sativa) pii t¢inku
AgNPs s citratovym i PVP obalem doslo k poklesu hladiny karotenoidii, zatimco hladina
prolinu byla zvySena (Nair a Chung, 2014b). Tyto zmény byly rovnéZz pozorovany i u
pSenice seté (Triticum vulgare) (Karimi a Mohsenzadeh, 2017). Vlivem toxického efektu
AgNPs doslo k naruseni biosyntézy karotenoidi a k jejich celkovému poklesu v rostlinach
(Romero et al., 2020). Naopak koncentrace prolinu byla ve srovnani s karotenoidy
zvySena. Prolin je oznacovan jako osmolyt a chelatator, ktery vdze kovové castice. Diky

tomu doslo ke snizeni hladiny ROS (Szabados a Savouré, 2009).

Doposud provedené studie jejichz hlavnich zdjmem byl vliv nanocastic stiibra
zahrnoval S$iroké spektrum specifickych podminek. Od riznych koncentraci, typu
povrchového obalu, pfes péstebni prostiedi az po rGzné rostlinné druhy. Ze ziskanych
vysledkii mizeme predpokladat, ze pravé AgNPs hromadici se v rostlinnych buiikach
vedou ke zvysené produkci ROS. OvSem, nelze s jistotou tvrdit, zda AgNPs indukuji ROS

pfimou cestou nebo neptimou diky stiibrnym iontim (Tkalec et al., 2019).

2.6.1 Antokyany

Antokyany jsou rostlinné pigmenty patfici do skupiny flavonoidi. Flavonoidy se béZné
vyskytuji v listech, kvétech 1 pylech. Jedna se o sekundarni metabolity lokalizované ve
vakuole, kde se hromadi jako glykosidy. Mimo jiné se vyskytuji i jako exsudat na povrchu
lista (Viestra et al., 1982). Flavonoidy se vyznacuji schopnosti lokalizovat, vychytavat a
nasledné neutralizovat ROS dfive, nez zplsobi rozsahlé poskozeni bun¢k (Levdal et al.,
2010). Pii stresovych podminkach dochazi k aktivaci flavonoidovych genl zejména pfi
vystaveni stresu, mezi které se fadi sucho, poSkozeni nebo toxicita kova (Winkel-Shirley,
2002).

Védci Nair a Chung (2014a) provedli studii, ktera byla zaloZzena na ucinku stfibrnych
nanocastic na husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) v Hoaglandové zivném roztoku. Pfi
expozici AgNPs a AgNOs o koncentraci 0,2 mg/L nebyly zjistény zadné signifikantni

zmény, avSak pii vyssi koncentraci (0,5 a 1 mg/L) doslo k viditelnému nartstu koncentrace
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antokyant. ZvySena koncentrace antokyani byla také namétena u brukve zelné (Brassica

oleracea) po aplikaci AgNPs o koncentraci 100 mg/L v MS médiu (Tymoszuk 2021).

Antokyany zndmé jako neenzymatické antioxidanty chrani rostliny ptfed oxidativnim
stresem jako chelatator kovl s cilem zamezit akumulaci ROS. Pasobenim AgNPs na
rostliny dochazi k aktivaci ochrannych mechanismd, které je mozno pozorovat zvySenim

hladiny antokyant (Gill a Tuteja 2010, Carocho a Ferreira 2013).

2.6.2 Malondialdehyd jako indikator stresu
Malondialdehyd (MDA) je jednim z finalnich produktd pti oxida¢ni modifikaci lipida
zpusobené narusenim rovnovahy mezi vznikem a likvidaci ROS. MDA se tedy pouziva

jako indikator oxida¢niho stresu u rostlin (Sharma et al., 2012b).

Zménami koncentrace MDA se zabyvala studie Cvjetko et al. (2017), ve kterém byl
zkouman Vliv nano¢astic s odlisnym typem povrchového obalu pti expozici kotfent cibule
kuchyniské. Bylo zjisténo, ze AgNPs — CTAB o velikosti 5,6 nm zpisobily zvyseni hladiny
MDA, zatimco u AgNPs — Citrat o velikosti 60 nm a AgNPs — CTAB o rozmérech 9,4 nm
takové zmény zaznamenany nebyly. Toxicita byla ovlivnéna pfedevsim velikosti a
koncentraci nanocastic. Nanocastice menSich rozmérli vlivem snadnéjSimu transportu
zpiisobily vyssi toxicitu u rostlin (Silva et al., 2013). U¢inek AgNPs mohl byt ovlivnén i
typem povrchového obalu, kdy CTAB obal byl kladné nabity, zatimco bunééna membrana
byla zaporné nabita. To umoznilo jednodussi transport, diky vzajemné elektrostatické
interakci. Naproti tomu slabsi dopad byl zaznamenan U nanocastic S citratovym obalem, a
to ziejmé diky jejich vétsimu rozméru a negativnimu povrchovému néboji (Sinko et al.,
2014). Jina studie zkoumala ucinek nanocastic stiibra (100uM) s citratovym obalem na
semenacky a dospélé rostliny tabaku. U semenacku byla namétena zvysena hladina MDA,
zatimco u dospélych rostlin nebyla koncentrace MDA signifikantné zvysena v kotenech a
ani v listech. Toto zjisténi vedlo k zavéru, ze efekt nanocastic stiibra je ovlivnén i

vyvojovym stadiem rostliny (Cvjetko et al., 2018; Stefanié et al., 2018)

Rada studii srovnavala i dopad toxického G¢inku na rostliny mezi dusi¢nanem stfibrnym
a nanocasticemi stiibra. Zjistily, Ze vyssi hladina stresu byla naméfena u rostlin, které byly
vystaveny vlivu dusi¢nanu stfibrného. Toto zjisténi znamena, Ze stiibrné ionty (Ag")
mohou mit vyssi toxicitu nez nanocastice stiibra, avSak toxicita nanocastic stiibra nemusi
byt dana pouze disociaci Ag®. V dalsich provedenych experimentech byly vysledky
nejednoznaéné (Cvjetko et al., 2018; Stefanié et al., 2018). Kdyz Galazzi et al. (2019)
provedli studii zamétenou rovnéz na efekt dusi¢nanu stiibrného a nanocastic stiibra na
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transformované (tolerance vuci herbidicidim) a netransformované rostliny soji lustinaté,
zjistili, ze béhem expozice, ktera trvala ¢trnact dni, doslo ke zvyseni koncentrace MDA u
obou genotypt rostlin. AvSak u netransformovanych rostlin, které nemély toleranci vici
herbicidim, byla hladina pozorovatelné vys$si u dusi¢nanu stiibrného nez u nanocastic
stiibra, zatimco u transformovaného genotypu s6ji byla hladina zvySena pii aplikaci obou

studovanych latek.

27 MOTIVACE DIPLOMOVE PRACE

Dnesni doba nabizi diky rozvinutym nanotechnologiim Sirokou poptavku po produktech,
jez jsou slozeny z komponentd, které jsou tvofeny z nanocastic stiibra. Jejich vyroba a
spotfeba proto nese vysoké riziko mozného Uniku do vnéjsiho prostfedi a naruSeni
biologickych pochodl v ekosystému. Proto tato prace navazovala na ptedchozi studii, ktera
se zabyvala srovnanim ucinku nanocastic stfibra u riznych druhii rostlin. Zavérem prace
bylo, Ze po Sestidennim pusobeni nanocastic stiibra o citratovém povrchovém obalu (13
mg/L) v hydroponickych podminkach nebyly u je¢mene jarniho zaznamenany zadné
signifikantni zmény ve studovanych fotosyntetickych parametrech, naopak vyznamné
zmény byly sledovany u kofent tabaku virginském (Trajerova, 2021). Diky této praci byly
ziskany prvotni zkusenosti s aplikaci AgNPs na modelové rostliny a nasledné bylo mozné
navazat podrobnéjSim studiem vlivu AgNPs s riznym povrchovym obalem pfi aplikaci

v hydroponii a v MS médiu.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material
Nanocastice stéibra o vybranych povrchovych obalech byly aplikovany na husenic¢ek rolni

(Arabidopsis thaliana L., ekotyp Col-0), je¢men jarni (Hordeum vulgare L., cv. Bojos) a
vojtésku setou (Medicago sativa L., cv. Morava) metodou hydroponického péstovani a

pestovani v MS médiu.

Pro tizené péstovani rostlin byla vyuzita fytokomora (Snijders Scientific, Nizozemi).
Péstebni podminky zahrnovaly teplotu 21 °C (16 hodin svétlo/8 hodin tma), ozafenost byla
100 umol fotond m?s? (50 %). Vyjimkou byl huseni¢ek rolni, ktery byl péstovan pfi
teploté ve fytokomote 22 °C/20 °C a kratkém dni (8 hodin svétlo/16 hodin tma), ozafenost
100 umol fotond m?2-st. Relativni vlhkost vzduchu byla ve viech ptipadech 60 %. Po
aplikaci AgNPs nebo béhem ni byly rostliny inkubovany ve fytokomote za stejnych
podminek, za jakych byly péstovany (s vyjimkou teploty u husenicku, kdy byla pouZzita
teplota 20 °C).

Stafi vybranych rostlinnych druhd u hydroponickych experimenti (pfed aplikaci
roztokit) bylo u huseni¢ku rolniho 5 tydnd, U jeCmene jarniho 1 tyden a u vojtésky seté 3
tydny. Rostliny v MS médiu byly podrobeny méteni ve stati okolo 4 tydnt. Hydroponické
experimenty byly provedeny v bfeznu — Cervenci 2022 a experimenty s MS médiem byly

provedeny v cervenci — prosinci (2022).

3.2 Pristrojové vybaveni
»  Autoklav 2340M (Tuttnauer,USA)

= Centrifuga Sigma 3-30K (Sartorius, Némecko)

=  Dvoupaprskovy spektrometr UV550 (Thermo Spectronic, Rochester, USA)
=  Fluorescenéni zobrazovaci systém FluorCam FC 800-0 (PSI, Drasov, CR)
» Fytokomora (Snijders Scientific Microclima 1750, Nizozemi)

= Hlubokomrazici box Cryocube F440 (Eppendorf, Némecko)

» Inkubator/tiepacka (Grant-Bio, Velka Britanie)

» Laminarni box biohazard (Faster, Ferrara)

* Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC (Thermo Fisher Scientific, USA)
3.3 Pouzité chemikalie

= Deionizovana voda (dH20)

» Dusi¢nan stfibrny (AgNO3) (20 mg/L)
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» Nanocastice stiibra s citratovym povrchovym obalem (20 mg/L) a glutathionovym
(18,8 mg/L) povrchovym obalem — pfipraveny a poskytnuty Mgr. Radkem
Ostruszkou (KEF PiF UP), koncentrace stiibra byla stanovena RNDr. T.
Pluh4ckem, Ph.D. (ACH PiF UP)

= (Citrat

= Glutathion

= Agar (Sigma-Aldrich, USA)

= Sacharéza (Lach-ner, Czech Republic)

= Murashige and Skoog basal salt mixture (MS) (Sigma-Aldrich, USA)

= Savo 20%

» Hydroxid sodny (NaOH) (Lach-ner, Czech Republic)

» Kyselina chlorista (HC104) (Lach-ner, Czech Republic)

= 2.4-dinitrofenylhydrazin (DNPH) (Sigma-Aldrich, USA)

= Uhlic¢itan hote¢naty (MgCOs) (Sigma-Aldrich, USA)

= Aceton (80%) (VWR chemicals, USA)

3.4 Priprava rostlinného materialu

3.4.1 Hydroponické péstovani

Rostlinné druhy, které byly vybrany pro experimenty byly napéstovany ve kvétinacich pii
definovanych podminkach ve fytokomoie. Jakmile rostliny dosahovaly uréeného stafi,
byly poté piesazeny do mikrozkumavek (typ. Eppendorf) o riznych objemech (objem byl
zvolen podle toho, zda se jednalo o aplikaci na kofeny ¢i na oddélené listy rostlin). Pro
experimentalni testovani byly vybrany pouze reprezentativni rostliny bez viditelnych

znamek poskozeni.

Rostliny, u kterych byla pouzita aplikace na kofeny, byly piedchozi den vyjmuty
zpudy, omyty od zeminy a necistot a nasledné vlozeny do mikrozkumavek (typ.
Eppendorf) (5 mL) s deionizovanou vodou. Mikrozkumavky byly obaleny alobalem,
s cilem zamezeni pfistupu svétla na kotfeny rostlin. Obdobny postup byl aplikovan na
oddélené listy, které byly za pomoci skalpele oddéleny od rostliny. Nasledujici den byly
rostliny vloZzeny do mikrozkumavek (2 mL) s definovanym roztokem (deionizovana voda
(pH = 6), dusi¢nan stiibrny (pH = 6, 20 mg/L), citratovy (pH = 7) a glutathionovy (pH = 9)
kontrolni roztok, citratovy (pH = 7) a glutathionovy (pH = 8) koloid nanocastic stiibra

(18,8 mg/L).
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Rostliny byly sledovany po dobu 10 dni. Méteni probihalo pied aplikaci roztoki (,,0.
den po aplikaci, dpa) a nasledné 6 dpa a 10 dpa. Pro kazdou variantu bylo provedeno 6
opakovani. Jako kontrolni roztok byla zvolena deionizovana voda a pozitivni kontrolou byl

zvolen dusi¢nan stiibrny (20 mg/L).

3.4.2 MS médium

Pro ptipravu MS média bylo do zasobni lahve navazeno 2,15 g (MS basal salt mixture)
smési soli a 10 g sachardzy (Lach-ner, Czech Republic). Objem zasobni lahve byl doplnén
deionizovanou vodou do celkového objemu 1 litru a promichan do uplného rozpusténi
vSech slozek. Do plastovych krabicek, které slouzily pro rust rostlin bylo navazeno 0,64 g
agaru (Sigma-Aldrich, USA). Pfipravené médium ze zasobni lahve bylo poté podle
definovaného objemu postupné odméfeno odmérnym valcem do krabicek, tak, aby vzdy
dosahovaly pfislusné koncentrace. Krabicky obsahujici agar a MS médium byly poté
vysterilizovany na 25 minut pfi teploté 121°C v autoklavu (Tuttnauer, USA). Referenéni
roztoky a nanocasticové koloidy byly prefiltrovany pomoci filtru a injekéni stiikacky za
ucelem jejich precisténi. K vyautoklavovanym vzorkiim o teploté 55 °C bylo napipetovano
definované mnozstvi ptislusného roztoku (dusi¢nan stiibrny, citratovy a glutathionovy
kontrolni roztok, citratovy a glutathionovy koloid nanocastic stiibra o koncentraci 1 a 5
mg/L. Jakmile doslo ke vzajemnému smiseni slozek a k ztuhnuti, tak bylo do jednotlivych

krabic¢ek zaseto vzdy 5 vysterilizovanych semen (Savo 20%) daného rostlinného druhu.

Krabi¢ky byly zalepeny autoklavovaci paskou a ulozeny do fytokomory.

I\~

Obr. 6: Piipravena média Sobsahem studovanych citratovych a glutathionovych nanocastic stiibra,
kontrolnich roztokd citratu a glutathionu. Kontrolou bylo ¢isté MS médium a pozitivni kontrolou byl zvolen

dusiénan stiibrny (AgNO3).
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3.5 Pouzité metody

3.5.1 Méreni funkce fotosystému II fluorescenénim zobrazovacim
systémem
Rostliny byly podrobeny faddm meéfeni ve fluorescencnim zobrazovacim systému

FluorCam FC 800-0 (PSI, Drasov, CR), jehoz cilem bylo zjisténi specifickych parametri
chlorofylové fluorescence pii pusobeni vybranych roztoka. Pred kazdym méfenim byly
rostlinné vzorky zatemnény na 20 minut, aby doSlo k jejich adaptaci na tmu. Béhem
meéfeni fluorescence byl nejprve zméfen zakladni parametr Fv/Fm a poté bylo aplikovano
gervené aktinické svétlo (100 pmol fotontt m?-s™) po dobu 7 minut se sérii saturacnich
pulzt, které byly aplikovany po 3, 26, 49, 72, 95, 118, 141, 188, 235, 282, 352 a 422
sekundach po spusténi aktinického svétla, béhem které doslo ke stanoveni fluorescen¢nich

parametra ®P, ®NPQ a ®f,d (viz dale).

Po naméteni fluorescencnich parametrti byly od rostlin oddéleny kofeny, rostliny bez
kotenil byly poté zvazeny na analytickych vahéach, vloZzeny do mikrozkumavek, zamrazeny
pomoci tekutého dusiku a ulozeny do mraziciho boxu Cryocube F440 (Eppendorf,
Némecko) pfi teploté -80 °C pro nasledujici analyzy. Veskeré vzorky byly fotograficky

zdokumentovany.

3511 Parametr Fv/Fm

Parametr Fv/Fum vyjadiuje maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II ve stavu
adaptovaném na tmu (Spundova et al., 2003). Fm je maximélni intenzita chlorofylové
méfena pii aplikaci saturaéniho pulsu a Fo je minimdalni intenzita fluorescence métena
pomoci velmi slabého méticiho svétla. Nejvyssi hodnota u zdravé, neposkozené rostliny se
pohybuje okolo hodnoty 0,83. Naopak s poskozenim tato hodnota postupné klesa.

Fy _ (Fu— Fy)
Fu  Fu

3.5.1.2 Parametry chlorofylové fluorescence ®P, ®NPQ a ®f,d.

Dal§imi parametry chlorofylové fluorescence, které byly pouzity za ucelem posouzeni
vlivu AgNPs na funkci fotosyntetického aparatu, byly parametry ®P, ®NPQ a &f,d. Ty
byly méfeny béhem tzv. fluorescencni indukce chlorofylu, kdy je méfeny rostlinny vzorek
osvétlen aktinickym svétlem a postupné tedy pfechazi ze stavu adaptovaného na tmu do
stavu adaptovaného na svétlo. Bylo pouzito ¢ervené aktinické svétlo o intenzité ptiblizné

2

100 pmol fotontt m?-s* a bdhem 7 minut bylo postupné aplikovano 12 saturacnich pulsi

(2000 pumol fotond m2-st).
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@P vyjadiuje efektivni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (PSII) v pribéhu
adaptace vzorku na svétlo a odrazi, kolik absorbované svételné energie je nasledné vyuzito

ve fotosyntetickych procesech. Je vypocitan jako:

__ (Fm’-Ft)
- Fm’

P

kde Fm’ je maximalni intenzita fluorescence vzorku osvétleného aktinickym svétlem
méfena pomoci satura¢niho pulsu a Ft je intenzita fluorescence v ¢ase t aktinického svétla.
U standardnich nestresovanych vzorkll parametr ®P rychle narGst4, kdezto pfi stresu se

jeho nartist zpomaluje a ®P dosahuje nizsi saturaéni hodnoty.

®NPQ vyjadiuje kvantovy vytézek nefotochemického zhaseni a je definovany jako:

Ft Ft
®NPQ = e Fm
U nestresovanych rostlin tento parametr zpravidla rapidné roste v prvni minuté po
osvétleni a poté klesd. Jeho pribch je ale ovlivnén i dal§imi faktory, mezi které patii
intenzita pouzitého aktinického svétla a svételné podminky pii rdstu rostlin. Rostlina
absorbuje velké mnozstvi energie, které hlavné na zaCatku osvétleni neni vyuzito ve
fotosyntéze, a proto dochdzi k narGstu nefotochemického zhéSeni, aby se zabranilo
poskozeni fotosyntetického aparatu. Pfi plné aktivaci fotosyntézy ve stavu adaptovaném na
svétlo dochazi k poklesu parametru ®NPQ. U mirné stresovanych rostlin je zpravidla
zaznamenan pomalej$i prvotni nartst a vyssi saturacni hodnota ®NPQ, zatimco pii silném

poskozeni je ®NPQ vyrazn¢ inhibovan a naopak roste ®f.d.

®f,d vyjadiuje kvantovy vytézek bazalniho nefotochemického zhaSeni fluorescence

chlorofylu. ZvySeni jeho hodnot odrazi vyrazné posSkozeni PSII. ®f,d se vypocte jako:
Ofd ==
Fm

Podil zminénych tii kvantovych vytézkil vyjadiuje, jak je absorbovana svételnd energie
vyuzita ve fotosyntéze. Jejich soucet dava ¢islo 1 (100 %) (Lazar, 2015). Neméni-li se
hodnota ®P, neni ovlivnéna funkce PSII. Pokud klesa ®P a roste ®NPQ, jedna se o mirny
stres, kdy ®f,d neroste. PSII neni poskozen, ale absorbuje se vice excitaci, nez kolik je jich
vyuzito ve fotosyntéze a tim se aktivuji ochranné zhaseci procesy, coz se projevi nariistem
ONPQ. Pii silném stresu, tedy silném poskozeni PSII, se prohlubuje pokles ®P a roste
of.d.
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V praci jsou prezentovany hodnoty parametri ®P, ®NPQ a ®f,d v ustaleném stavu
adaptovaném na svétlo, a to jednak formou sloupcovych grafi (priméry a smérodatné
odchylky), jednak formou koldCovych (priméry) pro ilustrativngj§i zobrazeni podilu

jednotlivych kvantovych vytézki.

3.5.1.3 Parametry NPQal-qP

NPQ je definovan jako nefotochemické zhaseni fluorescence vychazejici ze Stern-
Volmerovy rovnice (Lazar, 2015; Bilger a Bjorkman, 1990). Je charakterizovan jako
indikator nadbytené excitacni energie a odrazi tepelnou disipaci excitacni energie. Mlze
slouzit jako indikator stresu. NPQ bylo vypocitano nasledovné:

Fy—F'y

NPQ =
0=~

1- gP je interpretovan jako excitacni tlak na PSII a odrazi, nam do jaké miry je redukovany
plastochinonovy pool. Cim je parametr bliz§i hodnoté 1, tim redukovangjsi je
plastochinonovy pool (PQ) a tedy jsou uzavienéjsi reakéni centra PSII. Naopak pokud je
parametr qP blizky hodnoté 1 (tedy 1 — gP se blizi 0), tak elektronovy transportni fetézec
za PSII funguje dobfe. Tedy PQ pool je minimélné redukovany a reakcni centra jsou
oteviend, protoze elektrony velmi rychle prochazeji dal v transportnim fetézci. Parametr 1-
qP byl vypocitan nasledovné: (F'o je minimalni fluorescence ve stavu adaptovaném na
svétlo)
F'y—F

l-gp=1--2_%
q FIM_FIO

3.5.2 Stanoveni obsahu malondialdehydu pomoci HPLC

Zamrazené vzorky byly homogenizovany V tfeci misce S tlou¢kem za pomoci deionizované
vody. Zhomogenizovany material byl prepipetovan do mikrozkumavky (typ Eppendorf) o
objemu 1,5 mL. Vzorek byl nasledn¢ zcentrifugovan pii 6000 g po dobu 10 minut pfi
teploté 4 °C. Ze vzorku bylo odebrano 100 pl supernatantu do nové mikrozkumavky,
pfidano 20 pl 6M hydroxidu sodného (NaOH) a nésledné byl vzorek zhomogenizovan.
Vzorek byl zahtivan na termobloku na 60 °C po dobu 30 minut. V digestoti bylo nasledné
ke vzorku ptidano 60 ul kyseliny chlorist¢ (HCIO4), poté byl vzorek zhomogenizovan a
centrifugovan pii 16000 g po dobu 10 minut pii 4 °C. Po probéhlé centrifugaci bylo ze
vzorku ihned odebrano 100 pl supernatantu do nové zkumavky s1 pl 50 mM 24-
dinitrofenylhydrazin (DNPH). Ptipraveny vzorek byl inkubovan po dobu 30 minut ve tmé,

nez bylo zahdjeno méfeni na HPLC po nastiiku 10 pl vzorku. Pomoci HPLC doslo
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k separaci a detekci MDA.. Koncentrace MDA byla vyjadiena v jednotkach nmol/g ¢erstvé

hmotnosti.

3.5.3 Stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmenti v listech pomoci

absorpéni spektrofotometrie

Rostlinné vzorky byly homogenizovany v tfeci misce s tlouckem s piidavkem MgCOs a 2
mL 80% acetonu. Pii praci byly vzorky udrzovany na ledu. Zhomogenizovany material byl
centrifugovan pii 3600 g po dobu 10 minut pii teploté¢ 4 °C. Ze vzorkl byl odpipetovan
supernatant do sklenénych zkumavek a pfipadné byl fedén 80% acetonem tak, aby se
absorbance u vlnové délky 663,2 nm pohybovala v rozmezi hodnot 0,4 — 0,8. Rostlinny
extrakt byl ze sklenénych zkumavek piepipetovan do sklenény kyvety ta vlozena do
spektrofotometru UV550 (Thermo Spectronic, Rochester, USA). Nasledné bylo provedeno
spektrofotometrické stanoveni absorbance pii vinovych délkach 470 nm, 646,8 nm, 663,2

nm a 750 nm. Ziskana data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci rovnic:

(12»25 (Ag63,2 - A750)—2,79 *(Asae,8 - A750)) v

Chlorofyl a = — [ng/g]

21,5 (Agas,— A750)~51(Aeess — A7s0) )V
Chlorofyl b — ( ( 646,8, 750)m ( 663,8 750)) [“g/g]
Karotenoidy = ((1000 (470 — A750)—1,82 (chl @) — 85,02-(chl b))/198)-V [ue/e]

m

3.6 Zpracovani experimentalnich dat

Ke statistickému vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit program FluorCam (PSI, Drasov,
CR) a Microsoft Office Excel (MS Office, USA). Statisticka vyznamnost rozdilti mezi
vybranymi variantami vzorkl byla zjisténa pomoci Studentova testu (t — test). V grafickém
zpracovani jsou statisticky vyznamné rozdily oznaéeny nad jednotlivymi sloupci. Rozdily
parametrti mezi Kontrolou (deionizovana voda nebo Cisté médium) a dusi¢nanem stiibrnym

13

jsou oznaceny symbolem ,,-“, rozdil varianty C.AgNPs proti varianté¢ Citrat ,,+“ a
G.AgNPs proti Glutathionu ,,**. Tti symboly oznacuji statisticky vyznamny rozdil na

hladiné P <0,001, dva symboly na hladiné¢ P <0,01 a jeden symbol na hladiné P < 0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Experimenty zaloZené na hydroponickém péstovani
4.1.1 husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L.)

411.1 koFeny

Obr. 7: Zobrazeni parametru Fv/Fm U rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) s ptilozenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorki. Rostliny 0. den po aplikaci (0 dpa) deionizované vody na
kofeny rostlin. Rostliny byly staré 5 tydna.
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Obr. 8: Zobrazeni parametru Fyv/Fm u rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) s pfilozenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorka. Rostliny 6. den po aplikaci (6 dpa), citratového koloidu
nanocastic stéibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs = 18,8
mg/L), roztoki citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly koteny ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNO3). Rostliny byly staré 5 tydni. Skala Fy/Fu je stejna
jako v Obr. 7.
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Obr. 9: Zobrazeni parametru Fv/Fm U rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) s ptilozenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorkd. Rostliny 10. den po aplikaci (10 dpa) citratového koloidu
nanodastic stifbra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanodastic stiibra (G.AgNPs = 18,8
mg/L), roztoki citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kotfeny ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusiénan stiibrny (AgNOQ3). Rostliny byly staré 5 tydnd. Skala Fy/Fy je stejna

jako v Obr. 7.
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Obr. 10: Parametr Fv/Fpm méfeny na rostlindch huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) po aplikaci
citratového koloidu nanodastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanocastic stéibra
(G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztokid citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponofeny do
deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan sttibrny (AgNOs). Dpa — dny po aplikaci.
Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 6. Pomléky (-) oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrole pfislusny den po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 5 tydnda.

Vyjmuti rostlin husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) z kvétinac¢i s pudnim
substratem a vlozeni jeho kotfenti do deionizované vody zpusobilo béhem desetidenniho
testovani pokles parametru Fv/Fm (Obr. 7 - Obr. 10). U rostlin, které byly vystaveny vlivu
citratovému koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs) doslo k poklesu parametru Fv/Fm ve
srovnani s citratovou kontrolou (Obr. 10), coz lze pozorovat i u snimku z Fluorcamu na
jednotlivych listech u C.AgNPs (Obr. 8 — Obr. 9). Naopak u glutathionového koloidu
nanocastic stiibra (G.AgNPs) doslo k mirnému naristu zkoumaného parametru
v porovnani s glutathionovou kontrolou. Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan
pouze v parametru Fy/Fm u dusi¢nanu stiibrného viaci kontrole. Zadné statisticky
vyznamné zmény u studovanych koloidd (C.AgNPs a G.AgNPs) nenastaly. Na
jednotlivych rostlinach byla zaznamenana chlor6za a fialové zbarveni listii. Jedna se o

zvySeni mnozstvi antokyanu v disledku vystaveni stresovym podnétim (Obr. 8 - Obr. 9).
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Obr. 11: A) Efektivni kvantovy vytéZek fotochemie fotosystému II (OP), B) kvantovy vytéZzek regulaéniho
nefotochemického zhaseni (DNPQ), C) kvantovy vytézek neregulacnich disipacnich procest (®f,d) na konci
fluorescenéni indukce u rostlin husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) po aplikaci citratového koloidu
nanocastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanodastic stiibra (G.AgNPs = 18,8
mg/L), roztokd citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan sttibrny (AgNOs). Dpa — dny po aplikaci. Uvedeny priméry a
smérodatné odchylky, n = 6. Poml¢ky (-) oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole pfislusny den
po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 5 tydni.
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Béhem experimentalniho testovani bylo u kontrolnich rostlin zjistén mirny pokles hodnoty
parametru ®P a ®NPQ, zatimco hodnota ®f,d vzrostla (Obr. 11). Tyto zmény odrazeji stav
rostlin, kdy se jednalo o zhorSeni fotochemické funkce PSII. Ur¢ité (i kdyz statisticky
nevyznamné) zmény byly pozorovatelné u G.AgNPs ve srovnani s glutathionovou kontrolou,
kdy hodnota ®P a ®f,d klesla, zatimco parametr ®NPQ rostl. Jednalo se o aktivaci
ochrannych procesu s cilem zamezit vyraznému poskozeni, které by negativné ovlivnilo
schopnost funkce fotosyntetického aparatu. Zadné zmény nebyly zaznamenany u C.AgNPs
vuci kontrolnimu roztoku (Obr. 11). Rostliny pod vlivem dusi¢nanu stéibrného (pozitivni

kontrola) vykazovaly silny pokles parametru ®P a ®f,d, zatimco hodnota ®NPQ byla zvysena.

Obr. 12: Vizualni porovnani kofent huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) 10. den po aplikaci
citratového koloidu nanodastic stifbra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanocastic stiibra
(G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoki citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponofeny do
deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNOs3). Rostliny byly staré 5 tydni.

Pfi Ginku vybranych roztok na kofeny rostlin 1ze pozorovat urcité zmény. U rostlin po
aplikaci citratového koloidu nanocastic (C.AgNPs) doslo ke zméné vzhledu a struktury
kofenti, zejména se jednalo o hnédé zbarveni a zjemnéni kofenového vlaseni v porovnani
s citratovou kontrolou, u které tyto zmény nebyly tak patrné. Totozny efekt byl viditelny i
u glutathionového koloidu nano¢astic stiibra (G.AgNPs) (Obr. 12).
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Obr. 13: Zobrazeni parametru Fv/Fm na listech huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) s ptilozenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzork. A) Listy 0. den po aplikaci (0 dpa), B) Listy 6. den po
aplikaci (6 dpa), C) listy 10. den po aplikaci (10 dpa) citratového koloidu nanog¢astic stiibra (C.AgNPs = 20
mg/L), glutathionového koloidu nanog¢astic stiibra (G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U
kontrolnich rostlin byly fapiky ponofeny do deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan
sttibrny (AgNO3). Rostliny byly staré 5 tydna.
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Obr. 14: Parametr Fv/Fm méfeny na rostlinach huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) po aplikaci
citratového koloidu nanodastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanocastic stiibra
(G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly fapiky ponofeny do
deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNOz). Dpa — dny po aplikaci.
Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 6. Pluska (+) oznacuji statisticky vyznamny rozdil varianty
C.AgNPs proti varianté Citrat a hvézdicky (*) G.AgNPs proti Glutathionu pfislusny den po aplikaci (t-test).
Rostliny byly staré 5 tydni.

Oddgéleni listt huseni¢ku rolniho a vlozeni jejich fapiki do deionizované vody zpusobilo
béhem 10 dnti experimentalniho méteni mirny pokles parametru Fv/Fm (Obr. 14). Znatelny
pokles byl u glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs) ve srovnani
S kontrolnim roztokem glutathionu, zatimco u citratového koloidu nanocastic stiibra
(C.AgNPs) doslo ke slabému vzrustu pii srovnani s kontrolnim roztokem citratu (Obr. 14).
Vyrazny pokles parametru Fv/Fm byl zaznamenan u dusi¢nanu stfibrného (pozitivni
kontrola). Poskozeni bylo vzdy pozorovano od okraje listi zejména u G.AgNPs. U vsech

listti byla viditelna chlordza, zejména u dusi¢nanu stiibrného (Obr. 13).
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Obr. 15: Parametry ®P, ®NPQ, ®f,d méteny na rostlinach huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) po
aplikaci citratového koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nano¢astic
stiibra (G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly fapiky ponoteny do
deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stéibrny (AgNO3). Dpa — dny po aplikaci.
Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 6. Pomléky (-) oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrole pfislusny den po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 5 tydni.
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U kontrolnich oddé€lenych lista husenicku rolniho doslo béhem méfeni kK mirném poklesu
parametru ®P a zvyseni ®NPQ. Hodnota ®f,d nevykazovala téméf zadné zmény.
Zajimavé vysledky byly vsak viditelné u C.AgNPs ve srovnani s citratovou kontrolou.
Doslo k narustu parametru ®P, poklesu ®NPQ. Hodnota ®f,d byla beze zmény (Obr. 15).
Vyssi vytézek fotochemie fotosystému II indikoval vétsi vyuziti absorbované energie ve
fotosyntéze, tedy funkce fotosyntetického aparatu nebyla poskozena, naopak byla zvysena.
Zatimco ucinek G.AgNPs nevykazoval zadné zmény parametri ®P, ®NPQ a of,d ve

srovnani s kontrolnim roztokem (Obr. 15).
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4.1.2 je¢men jarni (Hordeum vulgare L.)
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Obr. 16: Zobrazeni parametru Fy/Fm u rostlin jeémene jarniho (Hordeum wvulgare L.) s pfilozenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorki. Rostliny 0. den po aplikaci (0 dpa) deionizované vody na
koteny rostlin. Rostliny byly staré 1 tyden.
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6. dpa Kontrola Dusi¢nan stiibrny

Citrat C.AgNPs

WAUTAVIANY

Glutathion G.AgNPs

Obr. 17: Zobrazeni parametru Fv/Fm u rostlin je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) s pfiloZenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorki. Rostliny 6. den po aplikaci (6 dpa) citratového koloidu
nanodastic stifbra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanoéastic stiibra (G.AgNPs = 18,8
mg/L), roztoki citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNO3). Rostliny byly staré 1 tyden. Skala Fy/Fu je stejna
jako v Obr. 16.
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10. dpa Kontrola Dusi¢nan stiibrny

Citrat

Glutathion G.AgNPs
Obr. 18: Zobrazeni parametru Fv/Fm u rostlin jeémene jarniho (Hordeum vulgare L.) s ptilozenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorkd. Rostliny 10. den po aplikaci (10 dpa) citratového koloidu
nanodastic stifbra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanoéastic stiibra (G.AgNPs = 18,8
mg/L), roztoki citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly koteny ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stifbrny (AgNO3). Rostliny byly staré 1 tyden. Skala Fy/Fu je stejna
jako v Obr. 16.
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Hordeum vulgare L., kotfeny
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Kontrola Dusiénan  Citrat ~ C.AgNPs Glutathion G.AgNPs
stiibrny

m(0dpa =6dpa =10dpa

Obr. 19: Parametr Fy/Fpm méfeny U rostlin je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) po aplikaci citratového
koloidu nano¢astic stfibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nano¢astic stiibra (G.AgNPs =
18,8 mg/L), roztoka citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponoteny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stéibrny (AgNOs). Dpa — dny po aplikaci. Uvedeny priméry a
smérodatné odchylky, n = 6. Rostliny byly staré 1 tyden.

U rostlin je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) nebyly pozorovany zadné signifikantni
zmény u kontrolnich rostlin v parametru Fv/Fm. Studovany parametr Fv/Fm nevykazoval
zadny pokles jak u citratového koloidu (C.AgNPs), tak 1 u glutathionového (G.AgNPs)
koloidu nanocastic stiibra (Obr. 19), které byly zajmem méfeni. Nicméné Sestého dne (6
dpa) bylo na listech mozné sledovat mirné poskozeni vedouci vzdy od Spicky listu,
zejména U G.AgNPs a Glutathionu (Obr. 17 a Obr. 18), ale rozdil v mife chloréz mezi

variantami nebyl zaznamenan.
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Obr. 20: Parametry ®P, ®NPQ, ®f,d méfeny na rostlinach je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) po
aplikace citratového koloidu nanog¢astic stéibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanogastic
stiibra (G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponofeny do
deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stéibrny (AgNOs). Dpa — dny po aplikaci.
Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 6. Pluska (+) oznacuji statisticky vyznamny rozdil varianty
C.AgNPs proti varianté Citrat (t-test). Rostliny byly staré 1 tyden.
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U kontrolnich rostlin je¢émene jarniho (Hordeum vulgare L.) doslo k mirnému poklesu
parametru ®P, zvyseni ®NPQ a ®f,d (Obr. 20). U glutathionového koloidu nanocastic
stiibra (G.AgNPs) poklesla hodnota ®P i ®f,d a zvysil se parametr ®NPQ ve srovnani
s kontrolnim roztokem glutathionu. U¢inek G.AgNPs ziejmé zptsobil aktivaci ochrannych
procesu, které zabranily rozsahlejsimu poskozeni rostlin. Naopak efekt citratového koloidu

nanocastic stiibra (C.AgNPs) na rostliny nevedl k poklesu studovanych parametrti. Doslo

naopak k nartstu hodnoty ®P v porovnani s kontrolnim roztokem citratu a poklesu ®NPQ.

14

Du51cnan stiibrny

}W

Hodnota ®f,d nevykazovala zadné zmény (Obr. 20).

C.AgNPs

=

Glutathlon

Obr. 21: Porovnani kofenti je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L) 10. den po aplikaci citratového koloidu
nanocastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanodastic stiibra (G.AgNPs = 18,8
mg/L), roztoki citratu, glutathionu na kofeny. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponofeny do deionizované
vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stéibrny (AgNOs3). Rostliny byly staré 1 tyden.

Utinky citratového koloidu nanoéastic stifbra (C.AgNPs) i glutathionového koloidu
nanocastic stiibra (G.AgNPs) nevykazovaly zadné viditelné zmény u kofent ve srovnani

s kontrolou roztoky (Obr. 21).
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4.1.2.2 oddélené listy
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Obr. 22: Zobrazeni parametru Fyv/Fm U rostlin jeémene jarniho (Hordeum vulgare L.) s piiloZzenou

fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorkd. Listy 0. den po aplikaci (0 dpa) deionizované vody na listy
rostlin. Rostliny byly staré 1 tyden.
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Glutathion G.AgNPs

Obr. 23: Zobrazeni parametru Fy/Fm u rostlin je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) s pfiloZenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorkl. Rostliny 6. den po aplikaci (6 dpa), citratového koloidu
nanocastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs = 18,8
mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly listy ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stifbrny (AgNO3). Rostliny byly staré 1 tyden. Skala Fy/Fu je stejna

jako v Obr. 22.
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Obr. 24: Zobrazeni parametru Fv/Fm U rostlin jeémene jarniho (Hordeum vulgare L.) s piiloZzenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorka. Rostliny 10. den po aplikaci (10 dpa) citratového koloidu
nanodastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanodastic stiibra (G.AgNPs = 18,8
mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly listy ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stifbrny (AgNO3). Rostliny byly staré 1 tyden. Skala Fy/Fu je stejna
jako v Obr. 22.

44



Hordeum vulgare L., odd¢lené listy
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Obr. 25: Parametr Fy/Fm métfeny u rostlin je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) po aplikace citratového
koloidu nanocastic stfibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanodastic stiibra (G.AgNPs =
18,8 mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly fapiky ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stfibrny (AgNOs). Dpa — dny po aplikaci. Uvedeny praméry a
smérodatné odchylky, n = 6. Poml¢ky (-) oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole, pluska (+)
oznaduji statisticky vyznamny rozdil varianty C.AgNPs proti varianté Citrat a hvézdi¢ky (*) G.AgNPs proti
Glutathionu pfislusny den po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 1 tyden.

Oddélené listy jeCmene jarniho (Hordeum vulgare L.) vykazovaly mirny pokles
v parametru Fv/Fwm u kontroly (deionizovana voda) (Obr. 22 a Obr. 25). Dopad citratového
koloidu nanocéstic stiibra (C.AgNPs) 1 glutathionového koloidu nanocastic stiibra
(G.AgNPs) vykazoval statisticky vyznamné zmény u hodnoty Fv/Fm. Byl zaznamenan
jejich signifikantni narGst béhem 10. dne méfeni v porovnani s kontrolnimi roztoky citratu
a glutathionu (Obr. 25). Ackoliv vyrazny pokles byl sledovan u kontrolniho roztoku
citratu, kdy hodnota Fv/Fm Klesla 10. dne méfeni z 0,83 na hodnotu 0,3 (Obr. 25). Znatelny
pokles parametru byl rovnéz pozorovan u kontrolniho roztoku glutathionu. Kontrolni
roztoky tedy zpisobily poskozeni listt, které vedlo k ovlivnéni kvality méfeni a
vyhodnoceni vysledkt (Obr. 24). Poskozeni listi bylo pozorovano i u C.AgNPs a
G.AgNPs, které bylo vedeno vzdy po okrajich listd, zatimco u dusi¢nanu stiibrného bylo
poskozeni viditelné hlavné ve stiedu listu (Obr. 23 a Obr. 24).
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Obr. 26: Parametry ®P, ®NPQ, ®f,d méfeny na rostlindch je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) po
aplikaci citratového koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nano¢astic
stiibra (G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly fapiky ponofeny do
deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stéibrny (AgNOsz). Dpa — dny po aplikaci.
Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 6. Pomléky (-) oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrole, pluska (+) oznacuji statisticky vyznamny rozdil varianty C.AgNPs proti varianté Citrat a hvézdicky
(*) G.AgNPs proti Glutathionu piislusny den po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 1 tyden.
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U kontrolnich listi je¢mene jarniho doslo béhem desetidenniho experimentu k poklesu
parametru ®P, nariustu ®NPQ a ®f,d. Statisticky vyznamné zmény byly zaznamenany ve
studovanych parametrech u citratového (C.AgNPs) i glutathionového (G.AgNPs) koloidu
nanocastic stiibra (Obr. 26) pii srovnani s kontrolnimi roztoky. U citratového koloidu
nanocastic stfibra béhem 6. dne méteni (C.AgNPs) doslo k signifikantnimu narastu ®NPQ
a poklesu @f,d, hodnota ®P zistala beze zmény, zatimco 10. dne méfeni byla hodnota ®P
signifikantn¢ zvysena, ®NPQ snizena a ®f,d pouze mirné zvySena v porovnani
s kontrolnim roztokem citratu. Podobné zmény v parametrech ®P, ®NPQ i ®f,d byly
pozorovany | u glutathionového koloidu nanocastic stéibra ve srovnani s kontrolnim
roztokem glutathionu béhem desetidenniho méteni (Obr. 26). Samotné kontrolni roztoky
citratu a glutathionu potlacily aktivaci ochrannych procesi a zptisobily poskozeni PSII. U
dusi¢nanu stfibrného jako pozitivni kontroly doslo k slabému poklesu parametru ®P a

®NPQ), ale ke zvyseni @f,d.
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4.1.3 vojtéska seta (Medicago sativa L.)

413.1 rapiky

0. dpa Kontrola

Obr. 27: Zobrazeni parametru Fy/Fm U listi vojtésky seté (Medicago sativa L.) s pfilozenou fotografickou
dokumentaci rostlinnych vzorkt. Rostliny 0. den po aplikaci (0 dpa) deionizované vody na fapiky rostlin.
Rostliny byly staré 3 tydny.

48



; Dusi¢nan stiibrny

Glutathion G.AgNPs

Obr. 28: Zobrazeni parametru Fv/Fum U listd vojtésky seté (Medicago sativa L.) s pfilozenou fotografickou
dokumentaci rostlinnych vzorkd. Rostliny 6. den po aplikaci (6 dpa) citratového koloidu nanocastic stiibra
(C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nano¢astic stiibra (G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoki citratu a
glutathionu. U kontrolnich rostlin byly fapiky ponofeny do deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl
zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNOs). Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny. Rostliny byly staré 3
tydny. Skala Fv/Fu je stejna jako v Obr. 27.
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Obr. 29: Zobrazeni parametru Fv/Fum U listd vojtésky seté (Medicago sativa L.) s pfilozenou fotografickou
dokumentaci rostlinnych vzorkd. Rostliny 10. den po aplikaci (10 dpa) citratového koloidu nanocastic stfibra
(C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoki citratu a
glutathionu. U kontrolnich rostlin byly fapiky ponofeny do deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl
zvolen dusi¢nan stfibrny (AgNQO3). Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny. Rostliny byly staré 3

tydny. Skala Fy/Fuje stejna jako v Obr. 27.
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Obr. 30: Parametr Fy/Fm méfeny na rostlinach vojtésky seté (Medicago sativa L.) po aplikaci citratového
koloidu nanocastic stfibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanoéastic stiibra (G.AgNPs =
18,8 mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly fapiky ponofeny do deionizované vody.
Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stfibrny (AgNOs). Dpa — dny po aplikaci. Uvedeny praméry a

smérodatné odchylky, n = 6. Poml¢ky (-) oznaduji statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole a hvézdicky
(*) G.AgNPs proti Glutathionu pfislusny den po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 3 tydny.

Kontrolni oddélené listy vojtésky seté (Medicago sativa L.) vykazovaly v prubéhu
desetidenniho méteni pokles hodnoty Fv/Fm (Obr. 30). Statisticky vyznamné zmény byly
sledovany u glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs), kdy se hodnota Fv/Fm
zvysila v porovnani s glutathionovou kontrolou (Obr. 30). Naopak uc¢inek u citratového
koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs) na rostliny nevedl ke zmén¢ hodnoty v parametru
Fv/Fm. Mimo jiné s postupem dnti byly sledovany vyrazné zmény na listech (Obr. 27 —
Obr. 29). Byla viditelna chloréza zejména 10. den u G.AgNPs a Glutathionu (Obr. 29),
ktera byla vedena vzdy od okraje listi do stiedu. Nekroza byla sledovana pouze u

dusi¢nanu sttibrného (pozitivni kontrola).
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Obr. 31: Parametry ®P, ®NPQ, ®f,d méfeny na rostlinach vojtésky seté (Medicago sativa L.) po aplikaci
citratového koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs = 20 mg/L), glutathionového koloidu nanocastic stiibra
(G.AgNPs = 18,8 mg/L), roztoku citratu a glutathionu. U Kkontrolnich rostlin byly fapiky ponofeny do
deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stfibrny (AgNOs). Uvedeny priméry a
smérodatné odchylky, n = 6. Poml¢ky (-) oznacuji statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole pfislusny den
po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 3 tydny.
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U Kkontrolnich lista vojtésky seté (Medicago sativa L.) byl zaznamenan pokles v parametru
®P a ®f,d, zatimco hodnota ®NPQ vzrostla. Zadné vyznamné zmény ve studovanych
parametrech (®P, ®NPQ a ®@f,d) nebyly zaznamenany, jak u citratového koloidu
nanocastic stiibra (C.AgNPs) ve srovnani s kontrolnim roztokem citratu (Citrat), tak i u
glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs) oproti glutathionového roztoku

(Obr. 31).
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4.2 Experimenty zaloZené na péstovani v MS médiu

4.2.1 husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L.)

4211 koFeny FJF,
P\ -, % a "

Kontrola Dusic¢nan stiibrny 1 mg/L Dusi¢nan stiibrny 5 mg/L

W R

Citrat 1 mg/L C.AgNPs 1 mg/L

Glutathion 1 mg/L G.AgNPs | mg/L Glutathion 5 mg/L G.AgNPs 5 mg/L

Obr. 32: Zobrazeni parametru Fv/Fum u rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) s pfilozenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorkii po aplikaci citratového koloidu nanodastic stiibra
(C.AgNPs), glutathionového koloidu nanoéastic stiibra (G.AgNPs), roztokl citratu a glutathionu. U
kontrolnich rostlin byly kofeny péstovany v ¢isttm MS médiu. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan
stiibrny (AgNOs3). Rostliny byly staré 4 tydny.
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Arabidopsis thaliana L., MS

i

Kontrola Dusiénan Dusi¢nan  Citrast C.AgNPs Citrat C.AgNPs Glutathion G.AgNPs Glutathion G.AgNPs
stiibrny  stfibrny  1mg/L 1mg/L 5mg/L  5mg/L  1mg/L 1mg/L 5mg/L  5mg/L
1mg/L 5mg/L

Obr. 33: Parametr Fy/Fm méteny na rostlinach huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) po aplikaci
citratového koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs), glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs),
roztokl citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny pé&stovany v ¢isttm MS médiu. Pozitivni
kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNOs3). Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 4. Poml¢ky
(-) oznaduji statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole, pluska (+) oznacuji statisticky vyznamny rozdil
varianty C.AgNPs proti varianté Citrat ptislusny den po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 4 tydny.

Rostliny husenicku rolniho (Arabidopsis thalian L.) v ¢istém MS médiu vykazovaly mirné
niz§i hodnotu parametru Fv/Fm. Zadné zmény nebyly sledovany u nanoéastic stiibra
C.AgNPs 5 mg/L a G.AgNPs 1 mg/L ve srovnani s kontrolnimi roztoky. VIiv citratového
koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs 1 mg/L) na rostliny vedl k statisticky vyznamnému
zvyseni parametru Fv/Fm ve srovnani s kontrolnim roztokem citratu (Citrat 1 mg/L). Mirny
zvyseni bylo sledovano u glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs 5 mg/L)
oproti glutathionovému kontrolnimu roztoku (Glutathion 5 mg/L) (Obr. 33). U rostlin,
které byly péstovany v médiu s piidavkem roztoku ¢i koloidu vykazovaly jejich listy
morfologické zmény. Zejména starsi listy byly sklovité a tmavsi barvy. Vyrazné zmény
byly sledovany zejména u dusi¢nanu sttibrného (5 mg/L) a C.AgNPs (1 mg/L), zatimco
u glutathionového koloidu a kontrolniho roztoku (5 mg/L) tyto zmény nenastaly.
Domnivame se, Ze se jednalo o tzv. vitrifikaci (Obr. 32), jejiz typickym znakem je

hyperhydratace listl, coZ mohlo vysvétlit jejich sklovity vzhled.
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Obr. 34: Parametry ®P (A), ®NPQ (B), @f,d (C) méfeny na rostlinach huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana L.) po aplikaci citratového koloidu nanodcastic stiibra (C.AgNPs), glutathionového koloidu
nanocastic stfibra (G.AgNPs), roztokl citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny péstovany
v &istétm MS médiu. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNOs). Uvedeny praméry a
smérodatné odchylky, n = 4. Hvézdicky (*) oznacuji statisticky vyznamny rozdil varianty G.AgNPs proti
Glutathionu ptislusny den po aplikaci (t-test). Rostliny byly staré 4 tydny.
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Obr. 35: Podil kvantovych vytézki na konci fluorescenéni indukce u rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana L) po aplikaci glutathionového koloidu nanodastic stfibra (G.AgNPs), glutathionu na kofeny.
Kontrolni rostliny byly péstovany v Cistém MS médiu. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny. ®P
- efektivni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II, ®NPQ - kvantovy vytézek regula¢niho
nefotochemického zhaseni, ®f,d - kvantovy vytézek neregulacnich disipacnich procest.

Sledované parametry u huseni¢ku rolniho péstovaného v ¢istém MS médiu nevykazovaly
zadné zmény. Rovnéz Zadné zmény nebyly zaznamenany u citratovych koloidli nanoc¢éstic
stiibra (C.AgNPs 1 mg/L a C.AgNPs 5 mg/L) vici kontrolnim roztokiim. Naopak
pozorovatelné zmény byly zaznamendny u glutathionového koloidu nanocéstic sttibra
(G.AgNPs 1 mg/L) pii srovnani s kontrolnim roztokem glutathionu (Glutathion 1 mg/L).
Doslo k statisticky vyznamnému poklesu ®P a zvySeni ®f,d. Hodnota ®NPQ zlistala beze
zmény (Obr. 34). K signifikantnim zménam doslo zejména u glutathionového koloidu
nanocastic stiibra (G.AgNPs 5 mg/L), kdy byl sledovan pokles u parametru ®P a ®NPQ,
ale zvySeni ®f,d (Obr. 34) ve srovnani s kontrolnim roztokem glutathionu. Takto vyrazné
zmény nebyly zaznamendny ani u rostlin po ucinku dusicnanem stfibrném jakozto
pozitivni kontroly. Ug¢inkem G.AgNPs doglo k naruseni funkce fotosyntetického aparatu a
inhibice fotochemie PSII pravdépodobn¢ vedla ke zpomaleni ristu rostlin. Zminéné zmény

1ze 1épe pozorovat u kolacovych grafi (Obr. 35).
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Obr. 36: Parametr NPQ a 1-qP u rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L) po aplikaci
glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs) a glutathionu na kofeny. Kontrolni rostliny byly
péstovany v ¢istém MS médiu. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny.

Sledovany parametr NPQ u glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs 5 mg/L)
vykazoval vyrazny pokles hodnoty v pribéhu ¢asu ve srovnani s kontrolnim roztokem
glutathionu. Tedy nanocastice stiibra o glutathionovém povrchovém obalu nezpusobily
zvySeni stresu u rostlin. Parametr 1-gP vykazoval pozorovatelné zmény Vv ¢ase po zapnuti
aktinického svétla u glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs 5 mg/L) ve
srovnani s glutathionovym kontrolnim roztokem. Poc¢atecni hodnota v ¢ase 0 se blizila 1 a
S postupem casu se parametr ustalil na hodnoté 0,60. Pokud je parametr 1-gP roven 1,
zna¢i redukovanéjsi plastochinonovy pool a uzavienéjsi reakéni centra PSII (Obr. 36).

Tedy mizeme tvrdit, ze G.AgNPs (5 mg/L) zptisobil vétsi zavieni reakénich center PSII.
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Obr. 37: Porovnani kofend huseni¢ku rolniko po aplikaci citratového koloidu nanodastic stéibra (C.AgNPs),
glutathionového koloidu nanodastic stiéibra (G.AgNPs), roztoku citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin
byly kofeny péstovany v Cistém MS médiu. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusiénan stiibrny (AgNO3).
Rostliny byly staré¢ 4 tydny.

Kofeny husenicku rolniho po aplikaci studovanych roztokti nevykazovaly zadné vyrazné
morfologické zmény. Pouze si lze povSimnout, Ze kofeny u kontrolniho média (Cisté MS
médium) a dusi¢nanu stiibrného (1 mg/L) mély hustsi kofenové vlaseni, zatimco kofeny u

studovanych koloidi mély kofeny jemné a vlaknité (Obr. 37).
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4.2.2 vojtéska seta (Medicago sativa L.)
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Obr. 38: Zobrazeni parametru Fv/Fm u rostlin vojtésky seté (Medicago sativa L.) s pfilozenou
fotografickou dokumentaci rostlinnych vzorki po aplikaci citratového koloidu nanodastic stiibra
(C.AgNPs), glutathionového koloidu nanodastic stiibra (G.AgNPs), roztokl citratu a glutathionu. U
kontrolnich rostlin byly kofeny péstovany v Cist¢ém MS médiu. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan
stiibrny (AgNOs3). Stafi rostlin bylo 4 tydny.
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0.85 T Medicago sativa L., MS

Kontrola Dusi¢nan Dusi¢nan  Citrat  C.AgNPs  Citrat ~ C.AgNPs Glutathion G.AgNPs Glutathion G.AgNPs
stifbrny  stiibrny 1 mg/L 1 mg/L 5 mg/L 5 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 5 mg/L 5 mg/L
1 mg/L 5 mg/L

Obr. 39: Parametr Fy/Fm méfeny na rostlinach vojtésky seté (Medicago sativa L.) po aplikaci citratového
koloidu nanocastic sttibra (C.AgNPs), glutathionového koloidu nanocastic stfibra (G.AgNPs), roztokt citratu
a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny péstovany v ¢istém MS médiu. Pozitivni kontrolou byl
zvolen dusi¢nan stifbrny (AgNOs). Uvedeny pruméry a smérodatné odchylky, n = 3. Pomléky (-) oznacuji
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole a hvézdicky (*) G.AgNPs proti Glutathionu piislusny den po
aplikaci (t-test). Stafi rostlin bylo 4 tydny.

Kofeny vojtésky seté po aplikaci vybranych roztoki v MS médiu vykazovaly signifikantni
zmény v parametru Fv/Fm. Zdravé, neposkozené rostliny byly zaznamenany u kontrolni
varianty (deionizovana voda), ale u citratového koloidu nanodastic stiibra (C.AgNPs 1
mg/L) byl pozorovan pokles ve srovndni s kontrolnim roztokem citratu (Citrat 1 mg/L).
Vyrazngj§i zmény u parametru Fv/Fm byly zaznamenany u glutathionového koloidu
nanocastic stiibra (G.AgNPs 1 mg/L) oproti glutathionové kontrole (Glutathion 1 mg/L),
kdy pokles sledované¢ho parametru byl statisticky vyznamny (Obr. 39). Pokles hodnoty
Fv/Fm u zminénych koloidi lze vidét i na snimcich z Fluorcamu (Obr. 38). U testovanych
roztokti o koncentraci 5 mg/L (C.AgNPs a G.AgNPs) doslo k mirnému zvySeni hodnoty
Fv/Fm (Obr. 39).
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Obr. 40: Parametry ®P (A), ®NPQ (B), ®f,d (C) méteny na rostlinich vojtésky seté (Medicago sativa L.)
po aplikaci citratového koloidu nanocastic sttibra (C.AgNPs), glutathionového koloidu nanoéastic stiibra
(G.AgNPs), roztoku citratu, glutathionu a AgNO3z na kofeny. U kontrolnich rostlin byly kofeny péstovany
v Cisttm MS médiu. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stfibrny. Uvedeny priméry a smeérodatné
odchylky, n = 3. Poml¢ky (-) oznaduji statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole, pluska (+) ozna&uji
statisticky vyznamny rozdil varianty C.AgNPs proti variant¢ Citrat a hvézdicky (*) G.AgNPs proti
Glutathionu ptislusny den po aplikaci (t-test). Stafi rostlin bylo 4 tydny.

of,d
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Rostliny tc¢inkem citratového koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs 1 mg/L) nejevily zadné
pozorovatelné zmény oproti citratové kontrole, zatimco vliv glutathionového koloidu
nanocastic stiibra (G.AgNPs 1 mg/L) zpusobil statisticky vyznamny pokles ®P a zvyseni
®f,d ve srovnani s kontrolnim roztokem glutathionu, hodnota ®NPQ ziistala beze zmény
(Obr. 40). Uc¢inek citratového koloidu nanoéastic stifbra (C.AgNPs 5 mg/L) zpusobil
statisticky vyznamné zvySeni parametru ®P i ®NPQ a pokles of,d pfi srovnani
s kontrolnim roztokem citratu. Dopad ucinku G.AgNPs (5 mg/L) na rostliny vedl
k vyraznému poklesu ®P, zatimco hodnoty ®NPQ i f,d byly pouze mirn¢ zvySeny ve
srovnani s kontrolnim roztokem glutathionu (Glutathion 5 mg/L) (Obr. 40).

Obr. 41: Vizualni porovnani kofenl vojtésky seté (Medicago sativa L) po aplikaci citratového koloidu
nanocastic stfibra (C.AgNPs), glutathionového koloidu nanocastic stfibra (G.AgNPs), roztokl citratu,
glutathionu a AgNOs na kofeny. U kontrolnich rostlin byly kofeny péstovany v Cist¢ém MS médiu. Pozitivni
kontrolou byl zvolen dusi¢nan sttibrny. Stati rostlin bylo 4 tydny.

Kofeny vojtésky seté po aplikaci studovanych roztoku vykazovaly specifické morfologické
zmény. U obou koncentraci (1 mg/L i 5 mg/L) citratového (C.AgNPSs) a glutathionového
(G.AgNPs) koloidu nanocastic stiibra doslo ke zmén¢ hustoty kofenového vlaseni. Kofeny

wevr

mély jemnéjsi a vlaknitéjsi strukturu oproti kontrolnim roztoktm (Obr. 41).
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4.3 Stanoveni hladiny fotosyntetickych pigmenti pii hydroponickém
péstovani

4.3.1 husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L.)
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Obr. 44: Stanoveni hladin pigmenti A) chlorofyl a, B) chlorofyl b, C) chlorofyl a + b, D) karotenoidy u
husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) pfi hydroponickém péstovani po aplikaci citratového koloidu
nanocastic stiibra (C.AgNPs), glutathionového koloidu nanocastic stfibra (G.AgNPs), roztoku citratu a
glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponofeny do deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl
zvolen dusi¢nan stfibrny (AgNO3). Dpa — dny po aplikaci. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 3.
Stafi rostlin bylo 5 tydnu.

Zpracovany extrakt zprytu rostlin husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.)
nevykazoval zadné zmény tykajici se obsahu chlorofylu a karotenoidi u dusi¢nanu
stiibrného (pozitivni kontrola) v porovnani s kontrolnimi vzorky (Obr. 44). Snizeny obsah
chlorofylu a karotenoidi byl zaznamenan u citratového koloidu (C.AgNPs) oproti
kontrolnimu roztoku citratu, kde se mnozstvi pigmentl zvysilo. Diametralni rozdil byl
vSak zaregistrovan u glutathionového koloidu nanocéstic stiibra (G.AgNPs) na rozdil od
glutathionového roztoku (Glutathion), kdy obsah pigmenti byl vyrazné zvysen u G.AgNPs
(Obr. 44).
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4.3.2 je¢men jarni (Hordeum vulgare L.)

Obr. 45: Stanoveni hladin pigmentid A) chlorofyl a, B) chlorofyl b, C) chlorofyl a + b, D) karotenoidy u
jeémene jarniho (Hordeum vulgare L.) pfi hydroponickém péstovani po aplikaci citratového koloidu
nanocastic stiibra (C.AgNPs), glutathionového koloidu nanocastic stfibra (G.AgNPs), roztokt citratu a
glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny ponofeny do deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl
zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNQs). Dpa — dny po aplikaci. Uvedeny pruméry a smérodatné odchylky, n = 3.
Pluska (+) oznaluji statisticky vyznamny rozdil varianty C.AgNPs proti varianté Citrat pfislusny den po
aplikaci (t-test). Stafi rostlin bylo 1 tyden.

Extrakt ziskany z je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) u kontrolnich rostlin vykazoval
béhem desetidenniho méteni pokles hladiny chlorofylu a 1 b, ale zvySeni hladiny
karotenoidi. U dusi¢nanu stiibrného byly hladiny pigmenti srovnatelné s hladinou
kontrolnich vzorka 10. dne méfeni. U citratového koloidu nanocéstic stiibra (C.AgNPs)
doslo Kk statisticky vyznamnému poklesu obsahu jak chlorofylu a i b, tak i karotenoida
oproti kontrolnimu roztoku citratu (Obr. 45). Nepatrné zmény byly sledovany u
glutathionového koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs), kde hodnota pigmenti mirné

vzrostla viéi glutathionovému roztoku (Glutathion) (Obr. 45).
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4.4 Stanoveni hladiny malondialdehydu (MDA) pii hydroponickém
péstovani

4.4.1 husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L.)
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Obr. 46: Stanoveni koncentrace malondialdehydu u huseni¢ku rolntho (Arabidopsis thaliana L..) pti
hydroponickém péstovani po aplikaci citratového koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs), glutathionového
koloidu nanocastic stfibra (G.AgNPs), roztokd citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny
ponofeny do deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan sttibrny (AgNOs3). Dpa — dny po
aplikaci. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 3. Stafi rostlin bylo 5 tydni.

4.4.2 je¢men jarni (Hordeum vulgare L.)
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Obr. 47: Stanoveni koncentrace malondialdehydu u je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L..) pfi
hydroponickém péstovani po aplikaci citratového koloidu nanocastic stiibra (C.AgNPs), glutathionového
koloidu nanocastic stiibra (G.AgNPs), roztokt citratu a glutathionu. U kontrolnich rostlin byly kofeny
ponofeny do deionizované vody. Pozitivni kontrolou byl zvolen dusi¢nan stiibrny (AgNOs3). Dpa — dny po
aplikaci. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky, n = 3. Poml¢ky (-) oznacuji statisticky vyznamny rozdil
oproti kontrole a hvézdi¢ky (*) G.AgNPs proti Glutathionu piislusny den po aplikaci (t-test).

66



Detekovand koncentrace malondialdehydu u huseni¢cku rolniho pii hydroponickém
péstovani byla s postupem dni zvySena u kontrolnich rostlin. Naopak G¢inkem citratového
koloidu nanocéstic stfibra byl zaznamenan pokles hladina MDA pii porovnani s
kontrolnim roztokem citratu, stejné zmény byly sledovany i u glutathionového koloidu
nanocastic stfibra vii¢i kontrolnimu roztoku glutathionu (Obr. 46). Identické zmény byly
registrovany u je¢mene jarniho pii hydroponickém péstovani, kdy hladiny MDA poklesla u
citratového koloidu i glutathionového koloidu ve srovnéni s kontrolnimi roztoky (Obr. 47).
Nanocastice stiibra tedy nezpusobily zvySeni hladiny MDA, naopak ji snizovaly, takze

ziejme potlacily oxidativni poskozeni membran.
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3) DISKUZE

Dnesni doba nabizi diky rozvinutym nanotechnologiim Sirokou poptavku po produktech,
jez jsou slozeny z komponentu, které jsou tvofeny z nanocastic stéibra. Jejich vyroba a
spotfeba proto nese vysoké riziko mozného Uniku do vnéjsiho prostfedi a naruSeni
biologickych pochodi v ekosystému. Proto tato prace navazovala na ptedchozi studii, ktera
se zabyvala srovnanim ucinku nanocastic stfibra u riiznych druht rostlin. Zavérem prace
bylo, Ze po Sestidennim pusobeni nanocastic stiibra o citratovém povrchovém obalu (13
mg/L) v hydroponickych podminkach nebyly u je¢mene jarniho zaznamenany zadné
signifikantni zmény ve studovanych fotosyntetickych parametrech, naopak vyznamné
zmeény byly sledovany u kofent tabaku virginském (Trajerova, 2021). Diky této préci byly
ziskany prvotni zkuSenosti s aplikaci AgNPs na modelové rostliny a nasledné bylo mozné
navazat podrobnéjsim studiem vlivu AgNPs s riznym povrchovym obalem pfi aplikaci

v hydroponii a v MS médiu.

Desetidenni puisobeni nanocastic stfibra s riznymi povrchovymi obaly (C.AgNPs 20
mg/L a G.AgNPs 18,8 mg/L) neovlivnilo fotosyntetické parametry hydroponicky
péstovaného huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.). Zadny vyznamny efekt na
sledované parametry nebyl zaznamenan, pouze u dusi¢nanu stfibrného byly naméfeny
statisticky vyznamné rozdily (Obr. 10 a Obr. 11). Hnédé zbarveni a zjemnéni kofenového
vlaseni bylo zaznamenano u obou typi AgNPs (Obr. 12). Mizeme predpokladat, ze tedy
nedochazelo ke vstupu AgNPs do listli a ani pfipadné poskozeni kofenti nebylo natolik
velké, aby byly ovlivnény fotosyntetické procesy v listech. Divodem neovlivnéni rostlin
mohla byt relativné nizka koncentrace, nicméné v literatufe byl efekt zaznamenan i pfi
pouziti koncentrace niz$i. Prace Ke a kol. (2018), ktera byla zaloZena na hydroponickém
péstovani husenicku rolniho o koncentraci 1 a 2,5 mg/L. AgNPs, pozorovala kromé sniZeni
hladin parametri chlorofylové fluorescence (Fv/Fm) a viditelnych zlutych skvrn na
povrchu listti znacicich chlorézu i zmény v hladinach pigmentt, pokles hladiny chlorofylu,
a naopak zvySeni hladiny antokyand. Fialovéni listd bylo v nasem ptipadé detekovano u
vSech testovanych variant (Obr. 8 a Obr. 9). ZvySeny obsah antokyant byl rovnéz naméten
Vv praci Nair a Chung (2014a) u husenic¢ku rolniho pfi hydroponickém péstovani s AgNPs o
koncentraci 0,5 a 1 mg/L. Nicmén¢ fialovéni listd bylo v nasem piipad¢ zfejmé zpisobeno
spiSe transferem rostlin ze substratu do hydroponie a nesouviselo tedy s aplikaci
nanocastic. Snizeny obsah hladiny chlorofylu a karotenoidii byl naméfen u C.AgNPs ve
srovnani s kontrolnim roztokem citratu, zatimco u G.AgNPs byla hladina pigmenti naopak

zvySena (Obr. 44). Nartust obsahu MDA znacici nariist oxidativniho poSkozeni membran
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Vv rostlinach, ktery byl zjistén témé&f u vSech variant, také sved¢il o tom, Ze prechod rostlin
do hydroponie pro né predstavoval urcity stres. Oproti piisluSnym kontrolnim roztokiim
pfitomnost nanocastic snizila obsah MDA (Obr. 46), takze muzeme piedpokladat, ze
AgNPs potlacily peroxidaci membranovych lipid, mély tedy ochranny vliv na membrany.
Zvysena hladina MDA byla naopak zaznamenana u s6ji lustinaté ptisobenim C.AgNPs (50
mg/kg) (Galazzi et al., 2019). Je mozné, ze nami pouzita koncentrace AgNPs byla piili§
nizka na to, aby hladinu MDA zvysila.

Pii aplikaci studovanych roztokti na listy huseni¢ku byl zaznamenan u dusi¢nanu
stiibrného negativni efekt na maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII. C.AgNPs
meély mirny protektivni G¢inek na fotosyntetickou funkci, o ¢emz vypovida vyssi vytézek
fotochemie PSII. Nicméné to stejné nelze tvrdit pfi ucinku G.AgNPs. Jejich mirny
negativni G¢inek, jak naznacuje pokles parametru Fv/Fm (Obr. 14), mohl narusit fungovani

fotosyntetického aparatu.

Pii péstovani je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.) u¢inek obou studovanych typt
nanocastic nezpusobil zmény fotosyntetickych parametrii. Zmény nebyly zaznamenany ani
u dusi¢nanu stiibrného, jakozto pozitivni kontroly (Obr. 19 a Obr. 20). Vyznamny pokles
obsahu pigmentt byl sledovan u C.AgNPs, zatimco u G.AgNPs byla jejich hladina naopak
zvySena (Obr. 45). Vyrazny pokles hladiny MDA byl zaznamenéan u obou typli nanocastic,
zejména u G.AgNPs vuci kontrolnimu roztoku desatého dne méfeni (Obr. 47). Tedy
mizeme tvrdit, ze aplikace nanocastic ani u je¢mene nezpusobila oxidativni poskozeni
membran. Prace Fayez a kol. (2017), ktera byla rovné€Z zaméfena na studium toxického
ucinku AgNPs (0,5 a 1 mM) v pidnim substratu po dobu tfech tydnt, zjistila inhibici
kli¢eni semen u jeCmene, pozdé€ji 1 znadmky chlorozy viditelné zejména na Spicce a bazi
listl. Hladina chlorofylu i karotenoidt byla snizena, zatimco hladina MDA byla naopak
zvySena ucCinkem AgNPs. To, Ze vnaSem piipadé¢ nebyl na rozdil od citované prace
zaznamenan negativni efekt nanocastic na rostliny, by mohlo souviset s odlisnymi

péstebnimi podminkami a s dobou aplikace AgNPs.

Vyrazné negativni efekt byl zaznamendn u dusi¢nanu stiibrného plisobiciho na oddélené
listy jecmene zejména 6. dne méfeni. Pozitivni efekt byl zaznamenan u C.AgNPs 6. i 10.
den, zatimco kontrolni roztok citratu mél na listy negativni uc¢inek. Nicméné u G.AgNPs
doslo béhem 6. dne méfeni ke zhorSeni fotosyntetickych parametri vic¢i kontrolnimu
roztoku, nicméné 10. dne bylo sledovano naopak zlepseni funkce PSII (Obr. 25 a Obr. 26).
Tyto zmény mohly byt zplsobeny postupnou agregaci nanocéstic V hydroponickém

prostiedi.
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Odd¢lené listy vojtésky seté (Medicago sativa L.) vykazovaly pouze vyznamny narust u
maximalniho kvantového vytézku PSII po expozice G.AgNPs (18,8 mg/L), zatimco pokles
byl zaznamenan u dusi¢nanu stiibrného (Obr. 30). Po desetidennim putsobeni
glutathionového koloidu i roztoku (G.AgNPs i Glutathion) byla na povrchu listi viditelna
chloroza, ktera byla vedena vzdy od okraje do stfedu listu (Obr. 29). Nekréza byla
sledovana pouze u pozitivni kontroly dusi¢nanu stiibrného. V praci Stegemeier a Kol.
(2015) byl studovan efekt AQNPs-PVP v hydroponickém prostiedi o koncentraci 3 mg/L
na vojtéSce. Bylo zjisténo, Ze nanocastice se akumulovaly pievazné Vv kotfenech, a tedy
minimalni mnoZstvi nano&astic bylo transportovano do vyhonkid. Zadné zmény ve

vyhoncich nebyly zaznamenany, stejné jako v naSem piipadé u C.AgNPs.

V piipadé¢ aplikace AgNPs v hydroponickém prostiedi dochazelo s nejvétsi
pravdépodobnosti k jejich agregaci Vv koloidu, coz mohlo ovlivnit jejich dostupnost a
nasledné pusobeni na rostliny. Z tohoto divodu byly Vv nasledujicich experimentech

nanocastice aplikovany v MS médiu.

U huseni¢ku rolniho péstovaného v MS médiu byl u maximalniho kvantového vytézku
fotochemie PSII zjistén pozitivni dopad dusi¢nanu stiibrného (1 mg/L a 5 mg/L) a
C.AgNPs (1 mg/L) vici kontrolnimu roztoku (Obr. 33). Glutathionové nanocastice stiibra
obou koncentraci mély vyznamny negativni dopad na fotochemii PSII ve stavu
adaptovaném na svétlo, kdy niz$i hodnota ®P a soucasné nartst ®@f,d svédcily o poskozeni
fotosyntetického aparatu vedoucim k inhibici funkce PSII a elektronového transportu (Obr.
34). Ackoliv dusi¢nan stiibrny (5 mg/L) zptsobil podobny pokles parametru ®P jako
G.AgNPs, na rozdil od G.AgNPs byl tento pokles spojen s naristem ®NPQ (Obr. 35). To
znamena, ze zatimco G.AgNPs zpusobily poskozeni fotosyntetického aparatu, dusi¢nan
aktivoval ochranné procesy, které tomuto poskozeni zabranily. Mimo jiné aplikace
G.AgNPs zptisobila vyssi miru redukce plastochinonového poolu a uzavieni reakénich

center PSII (Obr. 36).

Pii péstovani rostlin huseni¢ku v uzavienych boxech s MS médiem doslo ke strukturni
zméné listt. Jednalo se o vitrifikaci, ktera je charakteristicka typickymi sklovitymi listy
(Obr. 32). Mizeme piedpokladat, ze pfi¢inou této anomalie byla nadmérnd hydratace
(hyperhydratace), zhorSena funkce praduchti a snizena pevnost pletiv (Ziv, 1991).
Utinkem nano¢astic doslo ke zjemnéni kofenového vlaseni rostlin péstovanych v MS
médiu (Obr. 37). Dopad AgNPs u husenic¢ku rolniho péstovaného v MS médiu po dobu 7
dnti sledovala rovnéz prace Qian a kol. (2013): aplikace AgNPs (3 mg/L) méla silny

inhibi¢ni efekt na rust kofend. Doslo k poklesu hladiny chlorofylu, pficemz AgNPs byly
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detekovany i v listech rostlin. Toxicky efekt AgNPs byl potvrzen zvysenou koncentraci
antokyant, které jsou spojovany S pusobenim stresovych faktort. V uvedené studii byly
pouzity AgNPs bez povrchového obalu, tedy silny inhibi¢ni efekt mohl byt dan

nepfitomnosti stabilizacniho povrchového obalu.

U vojtésky seté péstované v MS médiu byl problém s heterogenitou a s malym poétem
rostlin, které bylo obtizné napéstovat. Z tohoto divodu nebyly ziskané vysledky zcela
spolehlivé. Nicméng, ziskand data opét poukazuji na pozitivni vliv C.AgNPs (5 mg/L) na
rostliny, zatimco obé& pouzité koncentrace G.AgNPs zputsobily naruseni funkce PSII (Obr.
39 a Obr. 40). Vliv koloidl na koteny vojtésky vedl ke zméné hustoty kofenového vlaseni.

v

Kofeny vykazovaly znamky jemnégjs$i a vldknitéjsi struktury oproti kontrolnim roztokiim

(Obr. 41).

Vysledky nasich experimentl tedy opakované ukazaly negativni efekt nanocastic stiibra
s glutathionovym povrchovym obalem, a to zejména v ptipadé rostlin péstovanych v MS
médiu. Jejich Gcinek vedl k naruSeni funkce PSII, nicméné hladina fotosyntetickych
pigmenti byly naopak zvysena a koncentrace MDA snizena. Podobné zmény v obsahu
pigmenti a MDA byly pozorovany i pfi vystaveni rostlin u¢inku nanocastic stiibra
S citratovym povrchovym obalem, avSak jejich dopad nebyl tak vyrazny.V nami
provedenych experimentech mély citratové nanocastice spise pozitivni vliv na funkci PSII.
Stimula¢ni ucinek na PSII a zvySeni hladiny chlorofylu bylo nalezeno i u piskavice fecké
seno (Trigonella foenuk-graecum) po aplikaci nanocastic stiibra s citratovym obalem

(Sadak, 2019), stejné tak i u hoi¢ice hnédé (Brassica juncea) (Sharma et al., 2012a).

Studie, které se zabyvaly ucinkem nanocasticim stiibra s glutathionovym povrchovym
obalem, byly zatim provedeny pouze na riznych typech bakterii, nikoliv na rostlinach.
Nase vysledky tedy nebylo mozné piimo porovnat. Prace Tanglietti a kol. (2012) studovala
antimikrobialni u¢inek AgNPs s glutathionovym povrchovym obalem na Escherichia coli a
Staphylococcus aureus. U E. coli doslo k pronikani nanocastic do cytoplazmy, coz vedlo
k poskozeni organel a destrukci bunék. U S. aureus nebyl toxicky dopad tak intenzivni

vzhledem Kk silné peptidoglykanové vrstve.

71



6  ZAVER

Cilem diplomové prace bylo porovnani ucinku stfibrnych nanocastic s citratovym a
glutathionovym povrchovym obalem na rostliny riznych druhii a pii rizném zptisobu
aplikace. Mezi vybrané rostlinné druhy patfil husenic¢ek rolni, jeémen jarni a vojtéska seta.
Dopad nanocastic stiibra na rostliny byl studovan pii expozici kofent a fapikti/oddélenych
listd v hydroponickém prostfedi a pfi péstovani v MS médiu. Pro srovnani ucinku byla
zvolena deionizovana voda (v hydroponickych podminkach) a ¢isté MS médium, pozitivni
kontrolou byl dusi¢nan stiibrny. VIiv. AgNPs byl posuzovan na zaklad¢ srovnani
s ptislusnym (citratovym a glutathionovym) roztokem. Efekt byl sledovan pomoci zmén
v parametrech  chlorofylové  fluorescence  odrazejicich  fungovani  primarnich
fotosyntetickych reakci, ve vybranych ptipadech byl rovnéz sStanovovan obsah

fotosyntetickych pigmentt a hladina malondialdehydu.

Hydroponické experimenty na testovanych rostlinach vedly ke zjisténi, Ze pfipravené
nanocastice stfibra o citrdtovém 1 glutathionovém povrchovém obalu nevedly k silnému
negativnimu u¢inku. Detekovana byla inhibice ristu a zahnédnuti kofenového vlaseni S
viditelnou chlorézou na listech, zvyseni mnozstvi antokyand a mirné naruseni funkce PSII.
Hladina pigmenti byla po ucinku citratovych nanocastic snizena, zatimco po aplikaci
glutathionovych zvysena. Hladina MDA byla u obou typl koloidl sniZena. Nejvyraznégjsi
zmény fotosyntetickych parametri byly pozorovany pii aplikaci AgNPs na oddg¢lené listy
je€mene, pii aplikaci na kofeny jeCmene a u vojtésky a huseni¢ku byly zmény minimalni.
Predpokladame, ze obecné slaby G¢inek nanocastic v hydroponické aplikaci mohl souviset

S jejich agregaci v tekutém prostiedi.

Dopad nanocastic stiibra v MS médiu byl studovan na husenicku rolnim a vojtésce seté.
Vyrazny negativni vliv na fotosyntetické parametry byl zjistén zejména v piipadé
glutathionovych nanocastic obou koncentraci. Citratové nanocastice vykazovaly spise

pozitivni vliv na rostliny u fotosyntetickych parametr.

Je dulezité podotknout, ze tato diplomova prace byla pokracovanim bakalarské prace
zabyvajici se obdobnym problémem. Ve studiu dopadu nanocéstic stiibra na rostliny je
nezbytné pokracovat, nebot’ hlubsi informace mohou vést k vyfeSeni této problematiky. Pii
dalSim studiu této problematiky by mohla byt pozornost zaméiena na dalsi typy
povrchovych obali nanocastic o riznych koncentracich, déle by se mohla rozsifit
expozicni prostiedi a doba plsobeni nanocastic. Zajimavé by dale mohlo byt zahrnuti

dalSich rostlinnych druhii a riznych vyvojovych stadii rostlin.
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