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ABSTRACT

Heavy metals are classified as priority pollutantmitored in environments. Heavy metals are not
biodegradable, having ability to accumulate in aigiaas. Cadmium is one of the most toxic heavy
metal ions in the environment due to its high nmibdnd severe toxicity to the organisms. Zinc is
an essential micronutrient for plants but can bghli toxic when present at excessive
concentration. We aimed at investigation of detoaifon mechanisms of maize planZe& mays
L.) treated with the following combinations of zing(lnd cadmium(ll) ions QUM Zn?* +

0 UM Cd?*; 100pM Zn** + O pM Cd*"; 0 uM Zn?" + 100uM Cd®*; 10 upM Zn?* + 100uM Cd*";
50uM Zn?* + 100puM Cd?**; 75 uM Zn?* + 100puM Cd** and 100uM Zn?* + 100puM Cd** for 10
days. In addition to growth parameters, we elebtieatically determined the metal content in
plants. To determine the antioxidant activity, wese three methods FRAP, DPPH and ABTS,
which differ in the spectrum of molecules with pbfs antioxidant activity. Pearson’s correlation
coefficient was found by comparison of FRAP and ABmethods -p= 0.7967 (Bradford) and
0.7957 (Pyrogallol Red). Pearson’s correlation faoehts indicates mutual correlation of both
DPPH and ABTS methods » = 0.8292 (Bradford) and 0.8737 (Pyrogallol RedheThighest
correlation of Pearson’s coefficients was foundamparison between DPPH and FRAP methods
(0.9407 - Bradford and 0.9211 Pyrogallol Red), sstigg a very high dependence of the two
methods. Thus, our attention was focused on thermétation of activities of alanine transaminase
(ALT), aspartate transaminase (AST) and alkalinesphatase (ALP). We were also focused on the
monitoring of the GST activity. In addition, we mtamed its correlation with total content of thiol
compounds (-SH) measured spectrometrically usifrgdl's method. Content of thiol compounds,
such as reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutaghiand phytochelatins (PC2, PC5) was
determined by HPLC-ED. The highest values werectidieat all used method treated 104
Zn** + 100uM Cd?*on the 18 day of cultivation.
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Kadmium je dilezitym zneiStujicim prvkem v zZivotnim progdi, vyskytuje se jako soast
zinkovych rud [1,2]. Vzhledem k mnohadpnyslovym aplikacim, zejména v elektrotechnologiich,
piedstavuje kadmium jeden z nejvice rizikovych prvKoxicita kadmia byla popsana v mnoha
publikacich, zahrnuje zejména vznik reaktivnicheforkysliku (ROS), které jsou zodpowé za
poskozeni biomolekul a ztratu jejich biologickyamkci [3-5]. Kadmiem vyvolany stres u rostlin
muze byt charakterizovariznymi stresovymi markery - oxidovanym/redukovanyimtathionem,
fytochelatiny, nebo enzymy podilejicimi se na aaigivani ROS [6,7]. Oproti kadmiu je zinek pro
organismy zakladnim biogennim prvkem. V rostlin&ehzinek vyskytuje jako volny ion, nebo
v komplexu siiznymi nizkomolekularnimi slaeninami, metalloproteiny, zabudovany v ré&aikn
centru enzym a slouzi jako stavebni ion v transkmich faktorech [8]. Zinek je jednou ze
zakladnich mikrozivin nezbytnych pro optimalnist rostlin (biosyntézu sachaiid tvorbu
chlorofylu, metabolismus auxinu, vyvoj em) [9,13]. Kadmium mé& podobné chemické vlastnosti
jako zinek, ale kadmium je s kyselinami iéeaktivni a nema zadnou biologickou roli v Zivych
organismech. Bylo také prokazéno, ze kademnaté& iovthou byt v rostlinach transportovany
stejnymi mechanismy, které se podileji na absarjméiu. V enzymech tak @ize dojit k vyngne
zingnatych iont za ionty kadmia, coz vede ke ztrggjich funkce. Tento proces je povazovan za
jeden z moznych mechanifimtoxicity kadmia. Nicmé# dalSi funkce a dinky jsou stale
zkoumany [14,15]. Vzhledem k této sktnesti jsme se za#ili na spol€ny vliv ionti kadmia (11)

a zinku (I1) na rostliny kuktice (Zea mays ).CE 220. V pitbéhu kultivace byly sledovany nejen
ristové parametry (délka nadzemni aekmvécasti, jejich s¥zi hmotnost a susina), aleada
stresovych markér(oxidovany/redukovany glutathion, fytochelatingliové thioly, antioxidéni
aktivita pomoci metod FRAP, ABTS, DPPH a aktiviteymi GST, ALT, AST a ALP). Krors
toho byl také elektrochemicky stanoven celkovy bbsmku a kadmia jak v nadzemnitastech

rostlin, tak v kéenech, a to u vSech pouzitych kombinaci koncentraci

MATERIAL A METODIKA

Kultivace rostlin

Pro n&s experiment jsme pouZzili osivo kiika (Zea mays 1).CE 220 (hybrid). Btidenni nakkéené
rostliny byly umisény do hydroponickych kultivaich nadob, které byly po dobu sedmitidn
naplreny Richterovym Zivnym roztokem. Po sedmi dnech dlysah nadob vysmén za roztok
zinku a kadmia ogthto koncentracich: AM Zn*" + 0 pM Cd?*, 100uM Zn?" + OpuM Cd*", O uM
Zn** + 100uM Cd?, 10uM Zn?* + 100uM Cd?*, 50 uM Zn?" + 100uM Cd**, 75uM Zn?* + 100
UM Cd?* a 100pM Zn** + 100puM Cd**. Pro gipravu roztok ionti kovii byl pouZit Zn(NQ),
a Cd(NQ); (Sigma-Aldrich, USA). Experiment probihal po dabidni za konstantnich podminek
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(teplota 20°C, vihkost 65%, 12 hodinéde). Z kazdé pokusné varianty bylo kazdy druhy den
odebrano 6 rostlin, které byly oplachnuty v destioé vod a rozaleny na ¢ast nadzemni
a kaenovou. U kazdéasti byla zjisna sezi hmotnost (Sartorius GmbH, Goettingergniécko),
délka a susSina.

Elektrochemické stanoveni celkového obsahu zinkadmia

Elektrochemické r¥eni bylo provedeno nafistroji AUTOLAB (EcoChemie, Holandsko) s VA-
Stand 663 (Metrohm, Svycarsko) ielektrodovém zapojeni, které se skladalo z vigiafové
kapkové elektrody (HMDE) s pracovnim povrchem etatty 0,4 mm, argentchloridovou
elektrodou (Ag/AgCl/3 mol}l KCIy jako referentni a platinovou jako pomocnowketodou.
Koncentrace kadmia a zinku bylaéfana pomoci diferémi pulzni anodické rozpoust
voltametrie (DPASV).

Spektrofotometrické éteni

Spektrometrické ®teni bylo provedeno na automatickém chemickém aatyz BS-200
(Mindray, Cina). Stanoveni celkovych protéimetodou Bradford je podrobmopsano v publikaci
[16] s pouzitim reagencie Coomassie Brillant Blu23® (0,01% Coomassie Brillant Blue G-250,
4,7% CHCH,OH, 8,5% HPQ, aq), které bylo pipetovano 190 ke vzorku o objemu 1Qul.
Absorbance byla #tena gi 595 nm. Ke stanoveni protéimetodou Pyrogallol Red bylo pouzito
¢inidlo R1 (100 mM kyselina jantarova, 6,94 mM bemao sodny, 0,12mM molybdenan sodny,
2,09 mm roztok tavelanu) v objemu 20l a bylo gidano 20pl vzorku. Absorbance byla ¢fena
pii vinové délce 605 nm.

DPPH test spdiva v reakci testované latky se stabilnim radikalefenylpikryhydrazylem —
DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6,-trinitrofenyl)hydrazylkdy pi reakci dochazi k redukci radikalu za
vzniku DPPH-H. Do plastovych kyvet bylo pipetova2@0 ul 9,5.10° M roztoku DPPH, nasledn
bylo pridano 20 ul vzorku a vS8e bylo pdivé promichano. Po dobu 25 minut byla
v 15 sekundovych intervalech zaznamenavana absmlgvinové délce 515 nm.

Metoda pomoci ABTSradikalu (v literatie ozn&ovana Trolox Equivalent Antioxidant Capacity —
TEAC) je zaloZena na neutralizaci radikalkationtanilého jedno elektronovou oxidaci
syntetického chromoforu ABTS(2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatua radikal
ABTS - e- ABTS". Do kyvety bylo pipetovano 248 roztoku 7 mM ABTSs 4,95 mM roztokem
peroxosiranu draselného, poté byledano 5ul vzorku ¢i standardu (kyselina gallova, trolox).
Absorbance byla #itena i 670 nm vinové délky.

FRAP metoda (Ferric Reducing Antioxidant Powerg@oZena na redukci Zelezitych komgiex
TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazinu) a hexahydratulatidu Zelezitého (FeGBH;O). Do plastové

kyvety bylo pipetovano 24pl ¢inidla a nasledhbylo pridano 5ul vzorku ¢i standardu (kyselina
gallov4, trolox). Absorbance bylagiena i 578 nm a 630 nm.

Pro stanoveni enzyimALT (AST) byl pouZit substrat sloZzeny z 0,2 M DRtalaninu (L-aspartatu)

a 2 mM 2-oxoglutaratu v 0,1 M fosfatovém pufru (gH), ktery byl pidan k 50 pl vzorku. Déale
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bylo ke sngsi piidano 250 pl 2,4-dinitrophenylhydrazinu v 1 M kyeélchlorovodikové. Nteni
absorbance probihaldgiwinové délce 510 nm.

Stanoveni aktivity ALP (alkalické fosfatazy) byloopedeno smichanim 100 gihidla R1 (0,9 M
2-amino-2-methyl-1-propanol, pH 10,4; 1,6 mM sitasie¢naty, siran zingnaty 0,4 mM, 2 mM
HEDTA) se 2 pl vzorku. Naslednbylo pridano 20 plcinidla R2 (16 mM p-nitrofenylfosfat).
Absorbance byla #tena @i 405 nm.

Stanoveni GST (glutathion-S-transferazy) je zalozea katalyzované reakci mezi GSH a GST
substratem (1-chlor-2,4dinitrobenzen — CDNB). Kerka bylo gidano 180 pl reaktafit(2mM
CDNB a PSB (1:19, v/v, 37°C)) a 30 pl 12,5 mM GSH, ¥ M fosfatovém pufru (pH 7,4). &feni
absorbance bylo provedenti 840 nm.

Pro stanoveni SH skupin byla pouzita Ellmanova spfktometrickd metoda. Do kyvety bylo
napipetovano 277 pl Ellmanouinidlo (reagencie R1) (2mM 5.5'- dithiobis(2-nitrehzoova)
kyselina-DTNB v 50mM Na2(CH3COO)2), naslednylo piidano 45 pl vzorku a naslegido této
smesy bylo gidano 33 pl reagenci R2 (1 M tris @EOOH). Podstatou stanoveni je reakce
Ellmanovacinidla s SH skupinami stanovované latky za vznikuisalentniho mnozstvi 5-thio-2-
nitrobenzoové kyseliny (TNB2-). Sm byla inkubovana 10 minutfip37 °C, absorbance byla
méiena @i A = 405 nm. Pro vypgt bylo pouzito hodnoty absorbance samotné reagenci
R1 a hodnoty absorbance po 10 minutové inkubaezegkem.

Stanoveni obsahu thiolovych st@min

Stanoveni oxidovaného (GSH) a redukovaného (GSS@pthionu a fytochelatin (PC2-5)
probihalo pomoci vysokog&inné kapalinové chromatografie s elektrochmeicketekci (HPLC-
ED). HPLC-ED systém byl sloZzen ze dvou chromatagksith pump Model 582 ESA (ESA Inc.,
Chelmsford, MA) (pracovni rozsah 0.001-9.999 ml +hjna chromatografické kolony s reverzni
fazi Zorbax eclipse AAA C18 (150 x 4.6; 3.5 um kett ¢astic, Agilent Technologies, USA)
a dvanacti-kanalového CoulArray elektrochemickéhetektoru (Model 5600A, ESA, USA).
Detektor je sloZen zefitpratoénych analytickych koriirek (Model 6210, ESA, USA). Kazda
komirrka obsahuj&tyti analytické cely. Jedna analytickd cela obsahwjerdferentni (hydrogen
paladiové), d¥ pomocné a jednu porézni grafitovou pracovni ebektr Elektrochemicky detektor
je ulozen vtidicim modulu, jehoZ cely prostor je termostatovénorek (20 pl) byl injektovan
automaticky pomoci autosampleru (Model 542, ESAA)JSktery ma v sob zabudovéan

i termostatovany prostor pro kolonu. Vzorky bylghem analyzy uchovéany v karuselti teplot
8°C. Kolona byla termostatovana na 32°Citék mobilni faze byl 1 ml min-1. Mobilni faze se
skladala z A: kyseliny trifluorooctové (80 mM) a B00% Met-OH. Latky byly eluovany
néasledujicim lineah vzestupnym gradientem: 0-1 min (3%B), 1->2 min%H), 2->5 min
(30%B), 5-6 min (98 %B). Detekce separovanych lgtedbihala p aplikovaném potenciélu
900mV. Doba jedné analyzy byla 20 minut.
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VYSLEDKY A DISKUZE

V nasi studii jsme se zatili na spoléné &inky kadmia (Il) a zinku (Il) na rostliny kukice

v nasledujicich koncentracich:pM Zn** + 0 uM Cd?*"; 100 uyM Zn** + 0 uM Cd?"; 0 uM Zn?*
+100uM Cd?; 10 UM Zn?* + 100uM Cd**; 50 M Zn?* + 100uM Cd*; 75 uM Zn?* + 100uM

Cd** a 100uM Zn** + 100 puM Cd?*. V prvni fack jsme studovali vliv iorit kovi na fistové
parametry — swi/sucha hmotnost a délka nadzemndélsti a kéeni. Nejvyznamgjsi inhibice
ristu byla pozorovéana u rostlin vystavenych kombinsgjivy$si koncentrace Zha Cd* ionti
(100uM Zn*" + 100uM Cd?"). Nejvyssi sklon regresniimky byl pozorovan u kontrolni skupiny
jak unadzemnichsasti, tak i u ktene (Obr. 1A,B). Podobna tendence byla zaznamenana
i u stanoveni suché hmotnosti a délky nadzemtdsti a kéeni (Obr. 1C-F).

Krom¢ rastovych parametr jsme elektrochemicky stanovili obsah kow rostlinach. Analyzou
bylo zjistno, Ze v piibéhu experimentu dochézelo u rostlin k akumulacitkjak do nadzemnich
¢asti, tak do kieni. Déle bylo zjistno, Ze rostliny kumulovaly vice Zhnez Cd", které jsou pro
né prijatelngjSi, diky svym biogennim vlastnostem. Dale bylynstzeny vySSi koncentrace idnt
kovi v korenovych ¢astech rostlin, na coz ma do jisté miry vliv iagpb jakym byly kovy
piijimany. V naSem experimentu se jednalo o hydroggnipiijem kaeny. Srovnanim vysledk
ziskanych z druhého a desatého dne experimeintermetici, i pres fistovou inhibici, kterou kovy
zpasobuji, dochazi v nadzemnigastech i v kienech az k dvojndsobnému istu akumulace
Zn a Cd.
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Obr. 1. Stanoveni gk hmotnosti nadzemnfsti (A) a kdenovécasti (B), suché hmotnosti
nadzemnéasti (C) a kdenovédasti (D) a stanoveni délky nadzerdasti (E) a kaene (F).

Pro stanoveni antioxidai aktivity jsme vybrali metody FRAP, DPPH a ABTAskané vysledky
byly prepaiteny na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové almpproteinu, které byly zji&y
metodou Bradford a Pyrogallol Red. V pniatk byly porovnany hodnoty ziskané pomoci FRAP
a ABTS. VysSi koncentrace kadmia a zinku vedly kgSeni antioxidéni aktivity. NejvySsi
hodnota aktivity byla zji&na u rostlin vystavenych koncentraci 10 Zn?* + 100uM Cd** v 10.
dni experimentu u nadzemnidisti i kdeni, a to jak P prepaitu na metodu Bradford, tak
Pyrogallol Red. Pearsém korelani koeficient i srovnani metod FRAP a ABTS je=0,7967
(Bradford) a 0,7957 (Pyrogallol Red) (Obr. 2A-CpdBbné vysledky byly zjishy i pti srovnani
metod DPPH a ABTS, kde Pearswnkorelani koeficient byl =0,8292 (Bradford) a 0,7957
(Pyrogallol Red) (Obr. 2D-F). Nejvyssi kor&a koeficient byl zjisn pri porovnani metod DPPH
a FRAP —=0,9407 (Bradford) a 0,8737 (Pyrogallol Red) (COtB-1).

Nas$ experiment byl také za&ben na stanoveni aktivity alanin transaminazy (AL&¥partat
transaminazy (AST) a alkalické fosfatazy (ALPYi Brovnani aktivit AST a ALT jsme zjistili
nejvySSi hodnoty ALT/AST i srovnani s kontrolnimi rostlinami u rostlin vysémych @inku
100uM Zn?* + 100uM Cd?* v 10. dni experimentu u nadzemnigisti i kdeni, a to i i prepditu
na Bradford i na Pyrogallol Red. Tentest koresponduje s vy3$Si metabolickou aktivitou. dboge
vysledky byly zjiSény i pfi srovnani aktivit ALP s ALT a ALP s AST (Obr. 3).
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Obr. 2. A-C srovnani metod FRAP a ABTS, D-F srovmaetod DPPH a ABTS, G-I srovnani
metod DPPH a FRAP.
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Také jsme se zadfili na sledovani aktivity enzymu GST (glutathiortr@nsferaza), ktery hraje
dulezitou roli pi detoxikaci xenobiotik aé&tkych kowi katalyzujici jejich vazbu na tripeptid
glutathion [17]. Krond toho jsme také sledovali jeho korelaci s celkovghsahem thiolovych
sloutenin (-SH), zji&nych metodou dle Ellmana. Byl zde pozorovan miragist hodnot aktivity
GST v 10. dni experimentu. NejvysSi hodnoty GST/S8Hy pozorovany u rostlin vystavenych
koncentraci 10QuM Zn** + 100 uM Cd** u nadzemnickéasti i kden, a to i [ prepatu na
Bradford i na Pyrogallol Red (Obr. 4A-C).
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Obr. 4. A-C srovnani aktivity enzymu GST s celkostysahem thidl dle Ellmana

Obsah thiolovych slaienin — redukovaného glutathionu (GSH), oxidovanghtathionu (GSSG)
a fytochelatii (PC2,PC5) byl stanoven pomoci HPLC-ED. Vyznamnyistzobsahu GSH i GSSG
byl pozorovan mezi 2. a 10. dnem experimentu. NejaynrEjSi zmeny byly zjiS€ny u rostlin
vystavenych 10QM Zn?* + 100puM Cd?** (Obr. 5A-D).

Fytochelatiny PC2 a PC5 jsou zapojeniedevsim v transportu¢zkych kowi [18]. Jejich
biosyntézou dochazi k akumulaézkych kovi v cytoplaznd. Pisobeni ioni kadmia (Il) a zinku
(1) vedlo ke zvySeni produkce PC2 i PC5, kteréobwkjvice patrné v 10. dni experimentu
(Obr. 5E-H).
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Obr. 5 A-D stanoveni obsahu GSH a GSSG, E-H stanobsahu PC2 a PC5.
1026



MENDELNET 2011

ZAVER

ZvySujici se mnozstvi zditujicich latek azného druhu a {vodu v Zivotnim prosedi vede
organismy k aktivaci detoxikaich mechanisin Celkova inhibice tstu rostlin kukiice,

vystavenych &inkim zing&natych a kademnatych idntbyla pravdpodobré disledkem aktivace
obrannych reakci, ipdevSim diky syntéze latek na ochranu rostlin mistmsyntézy latek
nezbytnych proirst. Déle je mozné konstatovat, Ze inhibicéekmvé ¢asti je pravépodobrg

spojena s transportem kadmia dadamvého systému. Obsah ibritovi v rostline se zvySoval
s pibyvajici dobou kultivace. Zajimavym zj@tim v experimentu bylo, Ze wipomnosti

zingnatych iont dochézelo ke zvySenémiijmu kadmia do rostlin kukice.
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