Mendel

Net
MENDELNET 2010

METALLOMIC STUDY OF EFFECT OF CADMIUM IONS ON PLANT
TISSUE CULTURES OF SUNFLOWER

Krystofova O., Zehnalek J., Adam V., Kizek R.

Department of Chemistry and Biochemistry, FacukyAgronomy, Mendel University
in Brno, Zenddélska 1, 613 00 Brno, Czech Republic

E-mail: olga.krystofova@seznam.cz, kizek@sci.muni.c

ABSTRACT

In the eight-days-long experiment, we investigatedlinfluence of cadmium(ll) ions (0, 5, 10, 50,
100 and 500 pM) on sunflower callus culture. Wemntyaiocussed our attention on the growth. The
obtained results were evaluated using the stanglarckedure, in which dependence of the fresh
weight on the applied concentration was determiliéel.also used linear regression to evaluate the
obtained results. Based on the slopes of the linesjetermined the degree of inhibition of growth
in various experimental variants. The results olgdisuggest that sunflower callus growth was
most inhibited by concentrations of 500 uM of caaim(ll) ions and slightly stimulated by 10/

of cadmium(ll) ions compared with control.

In the second part of our work, we optimized théedmination of antioxidant activity of three
different techniques (DPPH, and ABTS free radical$le optimization were compared two types
of standard (gallic acid and trolox). The resultstained were found to be more appropriate
standard for evaluating antioxidant activity inlreamples, gallic acid.
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uvoD

Z médii zaznivajicim dal ¢asgji debaty o klimatickych z@mach. Velmicasto byva fi téchto
debatach diskutovana souvislost mezicitenim Zivotniho prosedi a pirozenym khem. Je
pravdou, Ze zrgstujicich latek v Zivotnim pro&di fibyva a ovliviuji tak kvalitu naSeho Zivota.
Zpusohi, jak jejich mnozstvi snizit, zndme hnedkaolik. Prvnim a nejdlezitjSi je lidské
uvedomeni, ukazrni a chd nasledky sv&innosti feSit. Druhym je vyvijet prdeSeni nasledk
Gcinné dekontaminai techniky, které jsouti zivotnimu prostedi Setrné. Mezi takové techniky
pati remediace. Remediace jsou ozdravnym procesem iwgjicim fyzikalni, chemické
a biologické principy. Za nejSet$i Ize povazovat principy biologické. Ty vyuzivdjinaprav
zivotniho prosiedi jak mikroorganisiin (rhizoremediace), tak rostlin (fytoremediace). #az
z uvedenych princip je schopen fungovat samostatn ve spoléné kombinaci. Lze jimi
odstra@iovat kontaminanty organické i anorganické povahyeziMnejzavazgsi kontaminanty
anorganické povahy pattézkymi kovy. Tézké kovy jsou dle jedné z mnoha definic chemické
prvky, mezi které pat zejména fechodné kovy, &které polokovy, lanthanoidy a aktinoidy.
Ukladaji se v zivych organismech (rostlinach i Zigéch) a vstupuji tak do potravniletzce, kde
se mohou kumulovat az do koncentraci, které jsaugoganismu smrtelné (Krystofova a kol.,
2009). Rikladem toxického &kého kovu je kadmium. Jeho nebezpmst spoiva ve vysoké
afinité k site, a protoZze neni esencialnim prvkemizengi zvySené koncentraci na organizmus
pusobit toxicky. Jehoifliem rostlinou nezavisi pouze néirpzenych metabolickych systémech, ale
také na jeho vstupui@s mechanismy tené pro fijem jinych esencialnich kdv(Krystofova

a kol., 2010). To, do jaké miry je kadmium schognmulovat se v rostlinnych pletivech, nezavisi
jen na metabolickych systémech, ale také na rasiin druhu a koncentraci Zivin vig
potrebnych rostlinnytst (Hagemeyer a kol., 1993; Prasad, 1995)|&lkem toxickéhoisobeni
kadmia na rostliny iize byt naruSeni fotosyntézy, respireho fetézce, naruSeniifimu Zivin,
listova nekrézai celkovy pokles biomasy s potencialnim snizenimoshosti u zeguglskych
plodin 0 5 az 22 % (Makovnikova a kol., 2006). Hxje mnoho studii zabyvajicich se vlivem
kadmia na rostliny, avSak jen velmi malo z nichzabyva jeho vlivem na slutseici (Azevedo

a kol., 2005). Tyto prace seéqvazrt zaobiraji hledanim odolného kultivaru slaniee, ktery bude
mit zarové dobré akumukni vlastnosti. B vyzkumech se néasgji aplikuji dva pohledy jak
posoudit vhodnost rostliny pro akumulaci kadmia & srovnavanim schopnostiznych kultivat
slunenice hromadit ve svych pletivech kadmium a ii) &gm kultivafi ovlivnénych kadmiem

s nejlepSimi morfogenetickymi znaky. Dikynito dwma sméram bude jednou mozné zvolit
vhodny genotyp, ktery fitze byt pouzitelny pro fytoremediace kadmia, nelmomaohou ke zvoleni
vhodnych rodit pro vyvoj lepSich kultivar (dos Santos a kol., 2000; C. V. Santos a kol.2p00
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VétSina vyzkumnych praci je prov&th na celistvych rostlinach a jen malo je znamolieuv
kadmia nain vitro kultury. Rresto studiumnin vitro kultur by mohlo byt finosné nejen zidodu
navrzeni genetickych modifikaci z&alem zvySeni fytoremediaich schopnosti slutieice, ale
také umotuje snadyjsi testovani rostlin za velmi disb definovanych podminek (Diopan a kol.,
2008; Kaiser a kol., 2009; Kotrba a kol., 2009; &ofova a kol., 2009; Macek a kol., 2008; Macek
a kol., 2007; Mackova a kol., 2007). Za dalsi vyingdli praci sin vitro kulturami je pouziti
geneticky jednotného materidlu, coz nam uitgZ v protetickych a genomickych studiich Iépe
pochopit rozdily mezi liniemi na kadmium toleramimia na kadmium citlivymi (Azevedo a kol.,
2005).

V nasi praci jsme se zabyvali vliveriznych koncentraci kademnatych ibr(©, 5, 10, 50, 100
a 500 pM) nairst kalusi slun€nice raini kultivaru Aloha a na zémy jejich antioxid&ni aktivity.

MATERIAL A METODIKA

Piiprava kalusovych kultur

Kalusové kultury byly odvozeny nésledujicimigpbem. Nami@né komemé dodavané nasky
slunenice rani kultivaru Aloha byly vydezinfikovany v roztokua8a (20%wv/v, po dobu 20 min.),
nasled® nekolikrat omyty ve sterilizované destilované ¥od vysazeny na kultiéai médium
Murashige a Skoog (MurashigeaSkoog, 1962) lismovych regulatdr podle Santos a Caldeira
(C. SantosaCaldeira, 1998). Osmiiditara rostlina byla ro#tena nasasti (kdeny, hypokotyl) a ty
byly péstovany na modifikované MS médium dogiém o 5 g/l KNQ 0,5% /)
polyvinylpyrrolidonu (PVP), 2,11M a-naftyloctovou kyselinu (NAA), 2,2M 6-benzylaminopurin
(BAP), a 0,2uM gyberelovou kyselinu (GA3), upraveného na pH Kalusy byly kultivovany pi
24 + 1 °C s fotoperiody na 16 h a intenzitétv93 = 1umol/n?/s. Shluky ndsic starych kalus
(ptiblizné stejnych rozndrd) byly pasdzovany na modifikované MS medium obsahgj 5, 10, 50,
100 nebo 500uM kadmium dodané v podsbCd(NGs),. Tyto kalusy byly kultivovany
v kultivatnim boxu za stejnych podminek, jak je uvedeno wpedminek pro odvozovani kaius

Antioxidaéni aktivita u kalug vystavenych fisobeni kademnatych idntbyla mstena temi
riznymi technikami. Postupy byly nasleduijici:

Stanoveni antioxidé&ni aktivity pomoci DPPHtestu

Tato metoda je povazovana za jednu ze zakladnid¢bdikepro posouzeni antioxidai aktivity
Cistych latek i tiznych sn¢snych vzork. Spaiva v reakci testované latky se stabilnim radikalem
difenylpikryhydrazylem — DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4#initrofenyl)hydrazyl), kdy @ reakci
dochazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H.

Postup rgreni pro automaticky analyzatabo plastovych kyvet bylo pipetovano 200 pl-2® M

roztoku DPPH, néslednbylo pidano 20 pl vzorkwi standartu (kyselina gallova, trolox) a vSe

bylo pelivé promichano. Po dobu 25 minut byla zaznamenavaha sekundovych intervalech
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absorbanceipvinové délcel = 515 nm. Vysledna hodnota antioxida aktivity se vypéita dle
vzorce: zndna absorbance (%) = 100 — pAAo) x 100].

Stanoveni antioxidé&ni aktivity pomoci metody ABTS

Metoda pomoci ABTS radikélu, liter&rrtéz oznaovana jako ,Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC), je jednou z n&gstji pouzivanych metod k geni koncentrace radikal Je
zaloZzena na neutralizaci radikalkationtu vznikléfeaino elektronovou oxidaci syntetického
chromoforu ABTS (2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatmp radikal ABTS — e-
ABTS™.

Postup ngieni pro automaticky analyzatoRo plastovych kyvet bylo pipetovano 245 pl roztaku
mM ABTS's 4.95 mM peroxodisiranem draselnym, nasidaio pridano 5 pl vzorkwi standartu
(kyselina gallova, trolox) a vSe bylo ¢ promichano. Po dobu 25 minut byla zaznamenavéana v
15 sekundovych intervalech absorbandé ynové délcer = 670 nm. Vyslednd hodnota
antioxidani aktivity se vypeita dle vzorce: zgna absorbance (%) = 100 - pAAo) x 100].

Stanoveni antioxidé&ni aktivity pomoci metody Free Radicals

Stanoveni volnych radikife zalozeno na schopnosti chlorofylinu (sodnafmaté &l chlorofylu)
prijimat a odevzdavat elektrony za geané stabilni zémy absorpniho maxima. Tento efekt je
podmirén alkalickym prostedim a pidavkem katalyzatoru.

Postup ngreni pro automaticky analyzatoPro stanoveni byl pouZit konte® dodavany kit od
firmy Sedium, ktery obsahoval reak pufr, koncentrat chlorofilu a katalyzator. Tytrztoky byly
smichany v poriru dle gibalového letdku. Do plastovych kyvet bylo pipetow@00 pl pipravené
reagencie, nasledrbylo pridano 8 pl vzorkwi standartu (kyselina gallova, trolox) a vSe bylo
peilivé promichano. Absorbance byla&fmna po dobu 10 minut a zaznamenavéana v 15
sekundovych intervalechtiph = 450 nm. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny pomadibraini
kiivky.

VYSLEDKY A DISKUZE

Kalusy slunénice ra@ni kultivaru Aloha byly po dobu osmi drvystaveny fisobeni kademnatych
iontd o koncentracich 0, 5, 10, 50, 100 a 500 Kazdy den bylo odebrano a zvazeno deset ghluk
z kazdé experimentalni varianty.aRw@rny denni piristek hmotnosti pro jednotlivé varianty se
pohyboval v prvnichityfech dnech experimentu v rozmezi 0,5 — 4 mg a vimbdoaz 8. dne
experimentu v rozmezi 1 — 6 mg (Obr. 1)¢dsovém Useku prvniattyi dni vykazovaly kalusy
v porovnani s kontrolou pro aplikované koncentrkadmia 5, 10, 50 a 10GM inhibici ristu.
Vyjimkou byla koncentrace 500M, ktera ve 2. az 4. dnu experimentu rostla |épekoatrola a to
01l az2 mg za den. Od 4. dne experimentu nastataulace #istu v porovnani s kontrolou
u kalugi vystavenych 5, 10, a 5M koncentraci kadmia a u kalusystavenych koncentracim 100
a 500uM byl rast zpomalen aZ zastaven. Tento trend se jiZz doekemperimentu ne#nil. Ze
ziskanych vysledk bylo zjiS€no, Ze i pes zpomalenitistu v prvnichétyfech dnech experimentu
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pusobi kadmium na kalusy vystavenych koncentraci ®,a150 uM stimulané a na kalusy

vystavené fisobeni koncentraci 100 a 50®!1.
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Obr. 1 Vliv kadmia na st kalug slunenice ra’ni kultivaru Aloha po dobu osmidenniho
experimentu.

V dalSi ¢asti prace jsme se zabyvali optimalizaidiriznych metod pro stanoveni antioxida
aktivity. V procesu optimalizace jsme porovnavaleavy dvou tyf standard (kyselina gallova
a trolox) a naslednoptimalizované metody pouzili pro stanoveni vmgéh vzorcich.

Cilem bylo stanovit omezenigasové pibshy reakci, readni kinetiku, ti rozdilnych
fotometrickych test - DPPH, ABTS a Free Radicals$i plné automatizovaném uspadani. Na
spektrofotometru (SPECORD 210) byly stanoveny rmgviyjSi vinové délky pro réeni
antioxidani aktivity pomoci jednotlivych metod a na autordledim analyzatoru byly pro vSechny
metody zaznamenargsoveé pitbehy reakci a jejich reaki kinetika.

Stanoveni nejvhodisi vinové délky pro r¥eni bylo vyzkuSeno na patnadiznych koncentracich
standardu. Jak fzeme vidt na obrazku 2a) a 2b) oba pouzité standardy rhajire® absokmi
maximum, ale je vi&t Ze u tSiny koncentraci troloxu (2b) dochéazi tekryvani absormnich
pribéhi coz ma asi i vliv natasové pibehy reakci jak mizeme vidt na obrazku 2c) a 2d).
U casového pibehu troloxu, kde oproti fibéhim standardm kyseliny gallové jsouiikvky blize
u sebe a five nastat jejich iekryti a tak i nespravné stanoveni antiokidaaktivity a reakni
kinetiky u realnych vzork
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Obr. 2 Optimalizace stanoveni antioxittd activity metodou DPPHa)Stanoveni absotimiho
maxima na kyselinou galovei) na trolox. Casovy pfibeh reakce antioxidéni aktivity pro DPPH
c) u kyseliny gallové d) u troloxu pro koncentrace standardu 0.1; 1 a 1Gfmi.

ZAVER

Ze ziskanych vysledku vyplyvéa, Ze ionty kadmia wyskci se v Zivotnim progedi mohou byt
akumulovany do rostlin a oviiwvat tak jejich iist. Ri pokusech na explantatovych kulturach
slunenice ra@ni byla prokadzana gateini inhibice fistu, ale to jen do té doby, nez doslo k adaptaci
explantatové kultury, poté jiz dochazelo ke stimul@stu. Ke stimulacitstu jiz vSak nedochazi
po &inku pilis vysokych koncentraci kademnatych io(600uM a vice). Tyto koncentrace
prokazovaly nejvyssi inhibiciistu. V dalSiéasti nasi prace jsme na zaldaxptimaliza&nich analyz
zjistili, Ze kyselina gallova je vhodj$im standardem k porovnavani antioxidigh aktivit

u realnych vzori.

Podékovani: vysledky byly ziskany za laskavé podpory proj¢&@A MENDELU IP 7/2010,
REMEDTECH GACR 522/07/0692 a IGA MENDELU TP 1/2010.
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