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Uvod

Diky antropogennimu pusobeni dochazi v zivotnim
prostiedi k nartstu celé fady Skodlivych sloucenin, jako
jsou pesticidy, ale také té¢Zké kovy. V mnoha zemich je
koncentrace tézkych kovl v zivotnim prostiedi zavaznym
problémem v ochrané zdravi a produkci potravin'”. Je
znamo, ze t€zké kovy jsou vzhledem ke svym vlastnostem
jedny z nejnebezpecnéjsich latek, které se v zivotnim pro-
sttedi vyskytuji*™®. Protoze je jejich pritomnost vysoce
nezédouci, byly rostliny i zivocichové nuceni vyvinout
fadu ochrannych mechanismit pro jejich detoxikaci. Je
velmi zajimavé, Ze byly objeveny rostlinné druhy, které
jsou schopny tézké kovy akumulovat bez viditelné deprese
a zpomaleni ristu. Této schopnosti je pravé mozné vyuzi-
vat v novych biotechnologickych procesech zvanych fyto-
remediace’.

Je znamo, Ze pokud jsou rostliny vystaveny ucinkim
t€zkych kovil, zah4ji rostlinné buiiky syntézu thiolovych
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sloucenin, jako jsou glutathion a fytochelatiny (PC). Gluta-
thion je maly tripeptid skladajici se z glutaminu, cysteinu
a glycinu (y-glutamyl-cysteinyl-glycin). Je nejrozsifencj-
$im neproteinovym thiolem vyskytujicim se prakticky ve
vSech burkach rostlinnych i Zivo¢iSnych organismu, hub
a v nékterych prokaryotickych organismech. Glutathion
miliZze v organismu existovat ve dvou stavech: redukova-
ném (GSH) a oxidovaném (GSSG). Z glutathionu (GSH)
tzv. transpeptidizacni reakci probiha syntéza PC katalyzo-
vanda enzymem Y-Glu-Cys dipeptidyl transpeptidasou
(trivialng fytochelatin syntetasa, PC-syntetasa)™. Fytoche-
latiny maji zékladni strukturu (y-Glu-Cys),-Gly™®, kde se
dipeptidicka repetice glutamové kyseliny a cysteinu (y-
Glu-Cys) miize opakovat 2 az 11x (nejéastéji 2—5x)’.

Existuji rozlicné metody pro analyzu thiolovych slou-
genin®'". Nejastéji se vyuziva vysoce G¢inna kapalinova
chromatografie ve spojeni s riznymi typy detektor'>'*!¥,
K charakterizaci thiolovych sloucenin lze také vyuZit elek-
trochemickych metod, jako jsou diferencni pulzni voltame-
trie® & chronopotenciometrické rozpoustéci analyza'®, kde
nachazi své uplatnéni kromé visici rtutové kapkové elek-
trody také pevné elektrody, predevsim zlata elektroda®,
jejichz povrchy mohou byt vhodné modifikovany.

V nasi praci byl studovan vliv kademnatych ionti na
rust rostlin kukufice. Sledovali jsme hladinu kadmia
v jednotlivych ¢astech rostliny kukufice a navic bylo vyu-
zito vysokoucinné kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci (HPLC-ED) pro simultanni
stanoveni deviti riznych thiolovych sloucenin.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Acetonitril a methanol (Cistota pro HPLC) byly ziska-
ny od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Standardy PC,,
PCs a DesGlyPC jsme ziskali od firmy Clonestar Brno.
VSechny dalsi chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-
Aldrich (USA) pokud neni uvedeno jinak. Zasobni roztoky
standard (koncentrace 100 ugml™') byly pfipraveny
v ACS vodé (Aldrich, USA) a uchovany ve tmé pfti 4 °C.

Kultivace rostlin

Pokusnou rostlinou byla kukufice setd (Zea mays L.)
F1 hybrid Gila. Sedmidenni kli¢ni rostliny byly umistény
do opérnych novodurovych nadobek a takto vysazeny do
kultiva¢nich van naplnénych vodou. Kultiva¢ni vany byly
umistény v termostatovaném boxu (Sanyo, Japonsko), kde
byly udrzovany konstantni podminky (teplota 20 °C, vlh-
kost 65 %, 14 h svétlo). Po osmi dnech kultivace byla voda
ve vanach nahrazena vodnymi roztoky o rizné koncentraci

* Ondfej Zitka se s touto praci Gispé$né ztCastnil soutéze O cenu firmy Merck 2006 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analy-
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kadmia (0, 50, 100, 150, 200, 400 a 500 uM) ve formé
CdCl,. Expozice rostlin Cd trvala 6 dnt, pficemz po 24 h
intervalech byly odebirany ¢tyfi rostliny od kazdé pokusné
varianty. Odebrané rostliny byly omyty tfikrat
v destilované vodé¢ a jednou vroztoku 0,5 M EDTA,
a nasledn¢ rozdé€leny na ¢ést listovou a kofenovou.

Ptiprava vzorku pro stanovent
thiolovych sloucenin

Listy a kofeny kukufice (praimérné 0,2 g sv€zi hmot-
nosti) byly zmrazeny kapalnym dusikem pro destrukci
bunék®' ™. Zmrazené &asti rostlin byly rozetieny v tieci
misce a poté byly do misky pridany 2 ml fosfatového puf-
ru o pH 7,0. Vznikly roztok byl homogenizovan na téepac-
ce Vortex—2 Genie (Scientific Industries, USA) po dobu
30 min pti 4 °C. Homogenat byl centrifugovan (15 000
ot min~") 30 min pi#i 4 °C pomoci centrifugy Universal 32 R
(Hettich-Zentrifugen GmbH, Némecko). Supernatant byl
pfed analyzou filtrovan pfes membranovy filtr (0,45 pm,
Millipore, USA).

Elektrochemické stanoveni kadmia

Elektrochemické méfeni bylo provadéno na piistroji
AUTOLAB (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-
Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit tiielektrodo-
vy systém, ktery se skladal z visici rtutové kapkové elek-
trody (HMDE) jako pracovni elektrody s plochou
0,4 mm’, argentochloridové elektrody (Ag/AgCl/ 3 mol 1!
KCl) jako referentni elektrody a platinového dratku jako
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pomocné elektrody. GPES software (EcoChemie, Nizoze-
mi) byl pouzit pro zpracovani hrubych dat. Acetatovy pufr
o pH 3,6 (0,2 mol I"', CH;COOH + CH3;COONa) byl pou-
zit jako zakladni elektrolyt. Vzorky kukufi¢nych obilek
byly zbaveny kysliku probublavanim argonem (99,999 %)
po dobu 120 s. Koncentrace kadmia byla méfena pomoci
diferen¢ni pulzni anodické rozpoustéci voltametrie
(DPASV). Anodicky sken byl zapocat pti —0,7 V a zasta-
ven u —0,4 V. Kadmium bylo vylu¢ovano na HMDE pti
potencidlu —0,7 V s dobou akumulace 120 s za laboratorni
teploty. Roztok byl béhem vylucovani michan (1450
ot min"). Dalii pouZité parametry metody byly: modula¢-
ni ¢as 0,02 s, potencialovy krok 1,05 mV, rychlost skenu
10,5 mV s™', modula&ni amplituda 49,5 mV.

Vysokoucinna kapalinova
chromatografie s elektrochemickou detekci

HPLC-ED systém byl slozen ze dvou chromatografic-
kych pump Model 582 ESA (ESA Inc., Chelmsford,
USA), chromatografické kolony s reverzni fazi Polaris
C18A (150 x4,6; 3 um velikost castic, Varian, USA)
a osmikanalového elektrochemického detektoru CoulArray
(Model 5600A, ESA, USA). Detektor je slozen z prutocné
analytické komirky (Model 6210, ESA, USA) obsahujici
Ctyfi sériové fazené cely. Kazda cela obsahuje jednu pra-
covni uhlikovou elektrodu, dvé referentni (hydrogen-
paladiové) a dvé pomocné elektrody (uhlikové). Chroma-
tografickd kolona a elektrochemicky detektor jsou ter-
mostatovany na stejnou teplotu. Vzorek (5 pul) byl injekto-
van manualné ptes davkovaci ventil (Rheodyne).
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Obr. 1. a) Fotografie rostlin kukufice (Zea mays L.) kultivovanych po dobu 144 h; charakteristické ristové kiivky rostlin kukufice
vystavené pusobeni 0, 150, 400 a 500 uM koncentraci CdCl, ziskané vazenim svézi hmotnosti b) nadzemni ¢asti a c) kofenu; rostliny
byly kultivovany za podminek aerohydroponie po dobu 144 h, pii teploté 20 °C, 65 % vzdusné vlhkosti a svételném rezimu: 14 h svétlo
a 10 htma; 1 — 0 uM CdCl,, 2 — 150 uM CdCl,, 3 — 400 uM CdCl,, 4 — 500 uM CdCl,
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Vysledky a diskuse

Elektrochemické metody se v poslednich letech do-
stavaji do popfedi zajml riznych védnich i primyslovych
odvétvi pro jejich rychlost, velmi dobrou citlivost, repro-
dukovatelnost, nizké provozni néklady a pfedevsim moz-
nost miniaturizace. Jak je ukazano v fadé¢ praci, jsou vhod-
né pro stanoveni Sirokého spektra biologicky vyznamnych
latek'**" v&etnsd iontd kova'®*' 73! Lze je tedy vyuzit
nejen pro urceni aktudlni koncentrace studované latky, ale
také pro sledovani jejich zmén v zavislosti na ¢ase a druhu
sledovaného organismu ¢i slozky zivotniho prostiedi.

Morfologické zmeény

Kademnaté ionty jsou pro vétSinu organismu velmi
toxické a z toho diivodu jsou vyuzivany jako model toxici-
ty'*#2. Rostliny kukufice (Zea mays L.) byly vystaveny
pusobeni 0, 50, 150, 200, 300, 400 a 500 uM CdCl, po
dobu Sesti dnii. U vSech aplikovanych koncentraci kadem-
natych iontl jsme pozorovali ristovou depresi ve srovnani
s kontrolou, pficemzZ vyrazny toxicky vliv kadmia na rost-
liny byl velmi zfejmy u nejvysSSich aplikovanych davek
kadmia, kde se kromé ristové deprese objevovala poléha-
vost a chloréza (obr. 1).

Analyza kademnatych iontd v riznych
¢astech kukufice

Pro zjisténi obsahu kademnatych iontl v rtiznych
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castech kukuftice bylo vyuzito diferencni pulzni anodické
rozpoustéci voltametrie (DPASV) v 0,2 M acetatovém
pufru (pH 3,6). Kadmium bylo akumulovano na rtutové
kapkové elektrodé (tvorba slouceniny kadmia se rtuti) pii
potencialu —0,7 V po dobu 120 s. Poté byla vznikla slouce-
nina kadmia a rtuti rozpouSténa. Signal studovaného kad-
mia byl pozorovan pfi potencialu —0,53 V. Za vyse uvede-
nych podminek bylo postupné k zakladnimu elektrolytu
(0,2M acetatovy pufr, pH 3,6) pfidavano zvySujici se
mnozstvi CdCl,. Pozorované voltametrické signély linear-
né vzristaly s rostouci koncentraci kadmia (y = 0,0013 x;
R?=0,9935) (obr. 2). Ze ziskanych experimentalnich dat
bylo mozné urcit limit detekce kademnatych iontd (urceny
jako 3 S/N) 335 fM s chybou stanoveni 1,5 %. Elektroana-
Iyticka metoda byla pouzita pro analyzu volnych kademna-
tych iontl v biologickém vzorku (extrakty z kotenti a listl
kukufice). Na DPAS voltamogramech realnych vzorkt byl
pozorovan velmi dobfe vyvinuty, DPASV symetricky sig-
nal kadmia pfi potencialu —0,53 V (obr. 2). Zjistili jsme, ze
rostliny kukufice piijaly kofeny primémé 6 pg g”' kadmia
za hodinu (u davky kadmia 50 pM) a 23 pg g™ kadmia za
hodinu (u davky 500 uM). Obsah kadmia v rostlinach vel-
mi rychle stoupd do aplikované davky 200 uM, pak jiz
jeho obsah stoupa méné strmé (obr. 3). Nejvyssi obsahy
kadmia byly pozorovéany v kofenech od 0,5 + 0,1 ng g™
(na pocatku experimentu) az do 4 + 0,3 ng g~ (ve étvrtém
dni). Obsahy kadmia v listové ¢asti rostlin byly do ¢tvrté-
ho dne velmi nizké a pohybovaly se do 1 £ 0,2ng g .

Jak je znamo, kofeny jsou mistem prvniho kontaktu
rostliny s okolnim prostfedim, ve kterém je pfitomno mno-

1000 niI
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Obr. 2. a) Kalibraé¢ni zavislost proudové odpovédi na koncentraci kademnatych ionti detegovanych v prostiredi 0,2 M acetatového
pufru (pH 3,6); anodicky sken byl zapocat pti —0,7 V a ukoncen pii —0,4 V. Kadmium bylo vyluc¢ovano na HMDE pfi potencialu —0,7
V s dobou akumulace 120 s za laboratorni teploty. Roztok byl béhem vylu¢ovani michan (1450 ot.min™). Dalii pouzité parametry metody
byly: modulaéni ¢as 0,02 s, potencialovy krok 1,05 mV, rychlost skenu 10,5 mV.s", modulaéni amplituda 49,5 mV; b) Voltamogramy
kademnatych iontii o riizné koncentraci, které byly pridany do vzorku ziskaného z kukufice vystavené puisobeni 500 nM koncent-
raci CdCl,; elektrochemicka analyza probihala v prostiedi 0,2 M acetatového pufru (pH 3,6)
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Obr. 3. MnoZstvi detegovaného kadmia u kukufice vystavené pusobeni riiznych koncentraci kademnatych ionti; byly analyzovany
mladsi a starsi listy a kofeny. Podrobnosti analyzy jsou uvedeny na obr. 2; @ kofeny, [ mladsi listy, [J star$i listy

ho latek, napf. volné ionty. Rostliny byly proto nuceny coz muiZze byt zplsobeno selhanim obrannych mechanis-
k vytvofeni velmi damyslnych aktivnich mechanism md, které souvisi s vaznym poskozenim rostlin vedoucim
pfijmu, aby v takovém prostfedi byly schopny existence. k jejich smrti. Zjistili jsme, Zze v patém dni experimentu
Pravdépodobné diky témto ochrannym mechanismim byl byl pozorovan vyrazny nartist obsahu oxidovaného gluta-
obsah kadmia pravé v kofenech nejvyssi, pfiCemz thionu, coz praveé souvisi s nardstem obsahu kadmia
k transportu t€Zkého kovu dale rostlinou dochazelo pouze v rostlindch a vzestupem mnozstvi kyslikovych radikalt.
minimalné. Kadmium je nejvice imobilizovano v bunkach V ostatnich ¢astech rostlin byly obsahy kadmia velmi niz-
rhizodermis. V patém dni experimentu byl pozorovén vel- ké. Pozorovany jev pravdépodobné souvisi s poruSenim
mi vyrazny pokles obsahu kadmia v kofenech kukufice, ochrannych mechanismil v kofenech rostlin. Zatim neni
pfi¢emZ v Sestém dnu doSlo pouze k minimalnimu zpé&tné- zcela zfejmé, pro¢ nedochdzi k vyraznému néristu obsahu
mu naristu (obr. 3). Oproti tomu velmi prudce stoupal kadmia v mladSich listech (vy$$i metabolickd aktivita,
obsah kadmia ve starSich listech v patém a Sestém dni. intenzivn&jsi transpiracni tok), ale pouze v listech starSich.
Narast obsahu kadmia ve star§ich listech mtze souviset U mladSich listd byla pozorovana vyrazna variabilita
s transportem kadmia do ¢asti rostlin, kde je toxicky kov v obsahu kadmia, avSak jeho obsah v listech s aplikovanou
vice imobilizovan. Sesty den obsah kadmia mirng klesal, davkou kademnatych iontl roste. Nejvyssi obsah kadem-
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natych iontd byl pozorovan ve tfetim dni experimentu.
V Sestém dni experimentu obsah kademnatych iontli mirné
vzrustal, coZ podporuje hypotézu o poruseni ochrannych
mechanismu u rostliny.

Zmény obsahu detegovanych thioll
v rostlindch kukuftice

Pomoci nami nedavno publikované metodiky jsme
studovali obsah thiolovych sloucenin v riznych céastech
kukufice vystavené pusobeni riznych koncentraci kadem-
natych iontd'*">. V této praci jsme se zaméfili na studium
cysteinu, redukovaného a oxidovaného glutathionu a fyto-
chelatinu 2 (obr. 4). Pro analyzu jsme vyuzili vysokouc¢in-
né kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci.
Na obr. 4b je chromatograficky zdznam analyzy rostlinné-
ho extraktu z koteni kukufice vystavené pisobeni 150 uM
CdCl,. Na chromatogramu jsou velmi dobfe rozliSitelné
a odecitatelné piky vSech studovanych thiolt. Na zakladé
fady analyz jsme zjistili, Zze obsah cysteinu u vSech rostlin
se vzristajici koncentraci kademnatych iontd a dobou ex-
pozice vzrista piiblizné o 500-800 % (v porovnani
s kontrolou). Sesty den experimentu byl pozorovan mirny
pokles obsahu cysteinu, coz mize souviset s intenzivnim
zapojenim této latky do metabolismu rostliny prave

Cena Merck

v detoxika¢nim procesu. Obsah GSH a PC, po celou dobu
experimentu velmi rychle vzristal. Jiz prvni den experi-
mentu byl pfi nejvyssi aplikované koncentraci pozorovany
nartist obsahu thioli o vice nez 200 % (v porovnani
s kontrolou). Po nasledujici dva dny expozice se obsah
GSH a PC, zvySoval pfiblizn¢ o 30-60 % v zavislosti na
aplikované davce kadmia vyjma kontrolnich rostlin. Od
ttettho dne experimentu byly tyto zmény pozvolnéjsi
(nartst obsahu o 10-30 %). Pozorovany jev pravdépodob-
né souvisi s vyraznou toxicitou kadmia, kterd byla ve tfe-
tim dni experimentu velmi dobfe patrnd jak na ristové
kivce, tak na morfologii rostlin. Obsah GSSG v rostlinach
s rostouci aplikovanou davkou kadmia a dobou expozice
také rostl. V Sestém dni experimentu byl jeho obsah o 100
az 600 % vyssi v porovnani s kontrolou. Takovy nartst
obsahu GSSG ukazuje na poruseni glutathionového cyklu
a silny oxidacni stres exponovanych rostlin (obr. 5).

Zaveér

Vzristajici mnozstvi polutantii rizného druhu a pivo-
du v zZivotnim prostiedi vede organismy k aktivaci detoxi-
kacnich mechanismd. Studium zptsobu adaptace na jed-
notlivé druhy znecisténi je velmi dulezitym tkolem mo-
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Obr. 4. a) Chemicka struktura L-cysteinu, redukovaného glutathionu (GSH), oxidovaného glutathionu (GSSG) a fytochelatinu. b)
Chromatogram souc¢asného stanoveni nékolika thioli ve vzorku korenii kukufice exponovanych 150 pM CdCl, po 144 h kultivace
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Obr. 5. Zména celkové hladiny cysteinu, redukovaného a oxidovaného glutathionu a fytochelatinu u kukufice vystavené @ 0,
50, O0 100, O 150, @ 200, @ 400 am 500 uM CdCl, v priibéhu Sestidenniho experimentu; podrobnosti jsou na obr. 1 a 4

derni analytické chemie, biochemie a molekularni biolo-
gie. Jak je ukazano, elektrochemické stanoveni
v pritokovém systému umoziuje citlivé, rychlé a automa-
tizované méteni fady thioli, které jsou rostlinami aktivné
syntetizovany proti pasobeni tézkych kovi. Kadmium také
ovliviiuje rast rostlin kukutice. Vstup kadmia do rostlin
kukuftice je ovlivnén fadou ochrannych mechanismt.

Prdce na tomto prispévku byla financovana diky pro-
jektim: GACR 522/07/0692, MSMT 6215712402 a Vy-
zkumného centra 1 M06030.
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Heavy metals rank among the most toxic compounds
occurring in the environment; they are also dangerous due
to bioaccumulation. Plants and animals have developed
anumber of protective mechanisms. The detoxification
mechanisms of heavy metals in different organisms have
been intensively studied for many years. We aimed at in-
vestigation of detoxification mechanisms of maize plants
treated with 0, 50, 100, 150, 200, 400 and 500 uM Cd(II)
solutions for six days. In particular, we observed their
growth and determined the Cd content (by differential
pulse anodic stripping voltammetry) and thiol concentra-
tion (by HPLC) in the treated plants. Maize plants took up
6 pg of Cd per gram per hour at the lowest dose and 23 pg
Cd per g per hour at the highest Cd dose. The relations of
glutathione and phytochelatin contents, applied Cd dose,
cultivation time, growth curve and plant morphology were
investigated.



