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ABSTRACT

The study of plant response to heavy metals stress is especially important for the
understanding of many biological processes. That is why we studied the influence of seven
different cadmium concentrations (0, 50, 100, 150, 200, 400 and 500 uM CdCl,) on growth of
maize plants (Zea mays L.) during six days long experiment. The growth curves of maize
plants were determined by increase in its fresh according to treatment time. Besides that, we
applied a highly sensitive differential pulse anodic stripping voltammetry for the
determination of changes in cadmium concentrations in leaves and roots after 24, 48, 72, 96,
120 and 144 hours of treatment. A detection limit close to 0.5 fM Cd was obtained for S/N =
3 criteria. In addition, plants respond to the presence of heavy metals by the production of
cysteine-rich peptides such as glutathione and phytochelatins. Therefore a high performance
liquid chromatography coupled with electrochemical detection was used for determination of
cysteine (Cys), oxidized (GSSG) and reduced (GSH) glutathione, and phytochelatin (PC;) in
treated maize plants. Detection limits were 112 fmol (Cys), 63.5 fmol (GSH), 112.2 fmol
(GSSG) and 2.53 pmol (PC;) per injection (5 pl).
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ABSTRAKT

Studium rostlinné odpovédi na stres vyvolany téZkym kovem je velmi dileZity pro pochopeni
mnoha zakladnich biologickych procesi. A proto jsme v této praci studovali vliv sedmi
ruznych koncentraci kadmia (0, 50, 100, 150, 200, 400 a 500 uM CdCl,) na rtst kukufice
(Zea mays L.) béhem Sestidenniho experimentu. Rastové kiivky kukufi¢nych rostlin byly
stanoveny pomoci pfirtstku svézi hmotnosti v zavislosti na dobé expozice. Vysoce sensitivni
metoda diferencni pulsni anodické rozpoustéci voltametrie byla aplikovana pro stanoveni
zmén koncentrace kadmia v listech a kofenech kukuftice po 24, 48, 72, 96, 120 a 144 hodinach
expozice. Detekéni limit pro kadmium byl stanoven na 0,5 fM (S/N = 3). A navic rostliny se
brani pfitomnosti tézkych kovli produkci na cystein bohatych peptida jako jsou glutathion a



fytochelatiny. Proto byla metoda vysoko ucinné kapalinové chromatografie spojena
s elektrochemickou detekci pouzita pro stanoveni cysteinu (Cys), oxidovaného (GSSG) a
redukovaného (GSH) glutathionu, a fytochelatinu (PC,) v kukufi¢nych rostlinach, které byly
vystaveny pusobeni kadmia. Ziskané detek¢ni limity byly 112 fmol pro Cys, 63,5 fmol pro
GSH, 112,2 fmol pro GSSG and 2,53 pmol pro PC; na nasttik (5 pl).

Kli¢ova slova: Kukutice; Kadmium; Cystein; Fytochelatin; Oxidovany a redukovany glutathion.

UVOD
Je-li rostlina vystavena ucinkiim esencialnich, a nebo toxickych kovi zacne

syntetizovat ochranné slouc¢eny mezi, které patii predevsim rtizné trioly [1-9]. Mezi vyznamné
rostlinné thioly patfi cystein, glutathion, a fytochelatiny [10-13], viz. (Obr. 1).

Obr. 1 Strukturni vzorce fytochelatinu (PC), oxidovaného (GSSG) a redukovaného
glutathionu (GSH).
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Glutathion je tripeptid skladajici se z glutaminu, cysteinu a glycinu (y-Glu-Cys-Gly) a
je nejrozsifenéjSim neproteinovym thiolem, vyskytujicim se prakticky ve vSech buiikach.
Vyskytuje se ve dvou formach a to jako redukovany glutathion (GSH) a oxidovany glutathion
(GSSG). Tyto dveé formy jsou v urcitém pomeru a jeho naruSeni muze signalizovat oxidativni
poskozeni buniky volnymi radikaly. Fytochelatiny (PC) maji zakladni strukturu (y-Glu-Cys),-
Gly [14-17] kde se dipeptidické repetice glutamové kyseliny a cysteinu (y-Glu-Cys) mutize
opakovat 2 az 11krat (nejcastéji 2—Skrat) [3]. V této praci jsme studovali vliv sedmi riznych
koncentraci kadmia (0, 50, 100, 150, 200, 400 a 500 uM CdCl,) na rist kukutice (Zea mays
L.) béhem Sestidenniho experimentu.

MATERIAL A METODY
Chemikalie

Methanol (HPLC-¢istota) byl od firmy Merck (Darmstadt, Germany). Standard PC,
byl ziskdn od firmy Clonestar Brno. VSechny dal$i chemikélie byly zakoupeny u firmy



Sigma-Aldrich (USA). Zasobni roztoky standardii (koncentrace 100 pg.ml™) byly pfipraveny
v ACS vodé¢ (Aldrich, USA) a uchovany ve tmé pii 4 °C. Pracovni roztoky byly ze zdsobniho
piipravovany kazdy den nové. VSechny roztoky byly pfed HPLC analyzou filtrovany pies
teflonovy filtr 0,45 pm (MetaChem, Torrance, CA, USA). Hodnoty pH byly méfeny pomoci
WTW inoLab Level 3 (Weilheim, Némecko), fizenym pocitaCovym programem (MultiLab
Pilot; Weilheim, Némecko). Voda pouzita pro kultivaéni medium byla demineralizovana
pomoci reverzni osmézy na piistrojich Aqua Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tisnov, Ceska
republika) a dale ¢isténa pomoci Millipore RG (Millipore Corp., USA, 18 MQ).

Kultivace rostlin

Pokusnou rostlinou byla kukufice setd (Zea mays L.) F1 hybrid Gila. Sedmidenni
kliéni rostliny byly vysazeny do opérnych novodurovych nadobek a umistény do
novodurovych kultiva¢nich van naplnénych vodou. Vany byly umistény v kultivaénim boxu
(Sanyo), kde byla udrzovéna teplota 23,5 — 25 °C, relativni vlhkost vzduchu 71 — 78 % a
délka svételné periody 14 hodin, pii intenzité svételného toku 200 pEm™s™. Po osmi dnech
kultivace byla voda ve vanach nahrazena roztoky o rizné koncentraci kadmia (0, 50, 100,
150, 200, 400 a 500 uM) ve form& CdCl,. Expozice rostlin Cd trvala 6 dnt, pfi¢emz po 24 h
intervalech byly odebirany ctyti rostliny od kazdé pokusné varianty. Odebrané rostliny byly
omyty tiikrat v destilované vod¢ a jednou v roztoku 0,5 M EDTA, a nasledné rozdéleny na
listy a kofeny.

Priprava vzorku pro stanoveni thiolovych sloucenin

Listy a koteny kukufice (primérn¢ 0,2 g svézi hmotnosti) byly zmrazeny kapalnym
dusikem z diivodu destrukce bun¢k. Zmrazené ¢asti rostlin byly rozetieny v tieci misce a poté
byly do misky pfidany 2 ml fosfatového pufru o pH 7,0. Vznikly roztok byl homogenizovan
ttepanim na Vortex—2 Genie po dobu 30 min pii 4 °C (Scientific Industries, USA).
Homogenat byl centrifugovan (15 000 ot./min) 30 min pii 4 °C pomoci Universal 32 R
centrifugy (Hettich-Zentrifugen GmbH, Némecko) [18,19]. Supernatant byl pied injekci
filtrovan pfes membranovy filtr (0,45 um, Millipore).

Vysoko ucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-ED)

HPLC-ED systém byl slozen ze dvou chromatografickych pump Model 582 ESA
(ESA Inc., Chelmsford, MA) (pracovni rozsah 0,001 - 9,999 ml/min), a chromatografické
kolony s reverzni fazi Polaris C18A (150 x 4,6; 3 um velikost ¢astic, Varian Inc., CA, USA) a
osmi-kandlového CoulArray elektrochemického detektoru (Model 5600A, ESA, USA).
Detektor je slozen z pruto¢né analytické komirky (Model6210, ESA, USA) obsahujici Ctyii
cely. Kazda cela obsahuje jednu pracovni uhlikovou membranovou elektrodu, dvé referentni a
dvé pomocné elektrody. Chromatografickd kolona a elektrochemicky detektor jsou
termostatovany. Vzorek (5 ul) byl injektovan manudlné pies davkovaci ventil.



VYSLEDKY A DISKUSE

V nasich experimentech byly rostliny kukutice (Zea mays) vystaveny pusobeni 0, 50,
100, 150, 200, 400 a 500 uM CdCl, po dobu Sesti dnii. Kazdy den byly odebirany rostliny (n
= 4), které byly rozdéleny na jednotlivé ¢asti (listy, kotfen), které byly zvazeny. Ziskané
rustové kiivky ukazuji toxicky vliv kadmia na rostliny v zavislosti na aplikované koncentraci
kadmia (Obr. 2).

Obr. 2 Rustové krivky rostlin kukurice, které byly po dobu Sesti dni vystaveny pusobeni
Ctyfech rdznych koncentraci kadmia (0, 150, 400 a 500 uM).
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Rostliny syntetizuji celou skupinu thiolovych slouc¢enin jako ochranu pied toxickym
pusobenim tézkych kovii (podmifuji vznik kyslikovych radikalll). Jednou ze skupin téchto
thiolovych latek jsou fytochelatiny. V ziskanych extraktech byl stanoven obsah thiolovych
slou¢enin pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci
(HPLC-ED), pfi¢emz ziskané detek¢ni limity byly 112 fmol pro Cys, 63,5 fmol pro GSH,
112,2 fmol pro GSSG and 2,53 pmol pro PC, na nastiik (5 pl). V kukufiénych extraktech
byla sledovana zména cysteinu, GSH, GSSG a PC,. Obsah cysteinu u vSech rostlin
exponovanych kadmiem se vzrastajici koncentraci aplikovaného kadmia a dobou expozice
vzristad asi 0 500 — 800 % (v porovnani s kontrolou) ve ¢tvrtém a patém dni experimentu.
Sesty den experimentu byl pozorovan mirny pokles obsahu cysteinu, coz miize souviset
s intenzivnim zapojenim této latky do metabolismu rostliny pravé v detoxika¢nim procesu
(Obr. 3).

Obsah GSH a PC; po celou dobu experimentu velmi rychle vzriistal. Jiz v prvni den
experimentu byl pfi nejvyssi aplikované koncentraci pozorovany nartist obsahu thiolll o vice
jako 200 % (v porovnani s kontrolou). Po nasledujici dva dny kultivace se obsah GSH a PC,
zvySoval ptiblizné¢ o 30 — 60 % v zavislosti na aplikované ddvce kadmia krom¢ kontroly
(Obr. 3). Od tetiho dne experimentu, byly tyto zmény pozvolné&jsi (10 — 30 %). Tento jev jiz
souvisi s vyraznou toxicitou kadmia, kterd ve tfetim dni experimentu byla velmi dobfe patrna
jak na rtstové kiivce, tak na morfologii rostlin.



Obsah GSSG v rostlinach s rostouci aplikovanou davkou kadmia a dobou kultivace
rostl, a Sesty den byl jeho obsah o 100 az 600 % vySssi v porovnani s kontrolou (Obr. 3). U
aplikované davky 500 uM byl obsah GSSG vyrazné vyssi nez u nizsich aplikovanych davek
kadmia. Tento vyrazny nartist obsahu GSSG pravdépodobné souvisi se vznikem kyslikovych
radikald.

Obr. 3 Mnozstvi sledovanych thiolovych sloucenin (cystein - Cys, redukovany glutathion -
GSH, oxidovany glutathion - GSSG a fytochelatin - PC,) obsaZenych v rostlinach kukufice
v zavislosti na dobé kultivace a aplikované davce kadmia.
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ZAVER

Zjistili jsme tedy, Ze vstup tézkého kovu (kadmia) do rostlin je velmi pifisné regulovan.
A dale, Zze se rostlina velmi intenzivné brani toxickému puasobeni tézkych kovi
prostfednictvim syntézy thiolovych latek (glutathion a fytochelatin). Selhani téchto
regulacnich a ochrannych mechanismt velmi rychle vede k nardstu koncentrace toxického
prvku a nasledné ke smrti organismu (rostliny).
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