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ABSTRACT

Persistent organic pollutants (POPs) belong to the most toxic and dangerous compounds due
to their ability to tend to accumulate in different parts of environment. Thus, we aimed on
investigation of influence of POPs on growth and thiols content (cysteine, reduced and
oxidized glutathione, and phytochelatin) in maize plants. Maize plants (Zea mays) were
treated by POPs (0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 and 1 nM) for fourteen days under controlled conditions.
The thiols content in roots were slightly higher in comparison with aboveground parts. This
phenomenon probably relates with detoxification processes taking place in the roots.
Moreover, the growth of the treated plants was stimulated in comparison with control.
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ABSTRAKT

Mezi jedny zvelmi nebezpecénych toxickych latek, kterou jsou schopny se akumulovat
v riznych slozkach zivotniho prostfedi, patfi perzistentni organické polutanty (POPs). Proto
jsme se v této praci zaméfili na studium vlivu riznych POPs na rtst rostlin kukufice a obsah
thiolovych slou€enin (cysteinu, redukovaného a oxidovaného glutathionu, a fytochelatinu).
V naSich experimentech byly rostliny kukufice seté (Zea mays) vystaveny piisobeni 0, 0.1,
0.3, 0.5, 0.7 a 1 nM smési POPs po dobu ¢trnacti dnti za kontrolovanych podminek.
V kotenech byly obsahy jednotlivych thioli mirn€ zvySené v porovnani s nadzemnimi ¢astmi
rostlin, coz ziejme souvisi s procesy, které probihaji ptimo v kotfenech. A navic, exponované
rostliny rostly vyrazné 1épe v porovnani s kontrolni variantou.

Klicova slova: thioly, fytoremediace, organické polutanty, rostliny, kukufice, elektrochemie.



UvVOD

V prostiedi kolem nés se nachazi stale vyssi obsah toxickych latek spojeny predevsim
s prumyslovou a zemédélskou Cinnosti ¢lovéka. Mezi jedny z velmi nebezpecnych toxickych
latek patii perzistentni organické polutanty (POPs). POPs jsou latky, které mohou setrvavat
dlouhy Cas v prostfedi a byt pfenaSeny na velké vzdalenosti mezi vSemi slozkami prostiedi a
diky své povaze se koncentrovat v potravinovych fetézcich. V dusledku toho pak mohou
zpusobovat toxické efekty (reprodukéni, vyvojové a na imunologicky systém), a proto je
nutné sledovat jejich transport mezi jednotlivymi slozkami systému a jejich kumulaci
v zivych organismech.

Nedavno byly objeveny rostlinné druhy, které jsou schopny organické polutanty
akumulovat bez viditelné deprese a zpomaleni rustu. Této schopnosti je mozné vyuzivat
v novych biotechnologickych procesech (napt. fytoremediace) zalozenych na dekontaminaci
pud nebo vodnich zdroji s vysokymi obsahy organickych polutantti rostlinami, které slouzi
jako hyperakumulatory organickych polutantt [1-6].

Kazda oblast, kontaminovana urcitym typem organickych nebo anorganickych latek,
vyzaduje jiny typ rostliny nebo vy$§i pocet rostlinnych druhti ve skuping. Casto byva
pouzivana vojtéska (Cytisus) pro svoji schopnost fixovat dusik a diky vlastnostem kofend,
které dosahuji vhodné hloubky [7]. Velmi vyhodné pro fytoremediaci jsou stromy zrodu
Salicaceae (topoly a vrby), které jsou odolné a velmi rychle rostou. Jiny rostlinny systém,
hybridni topoly, nabizi také rizné vyhody pro dekontaminaci zneciSténé pudy predevSim
organickymi kontaminanty. Tyto hybridy jsou stabilni, dlouho Zijici (25-50 let), rychle rostou
a snaseji pomérné vysoké koncentrace organickych latek. Hybridni topoly rostou z dlouhych
Stépl zasazenych hluboko do piidy, mohou byt pokéaceny a ptesazeny z kusii kofent. Pro
odstrafiovani lipofilnich polutantl byly pfi testech na polich pouzity tykev obecnd (Cucurbita
pepo L. convar, giromontiina cv. Diamant F1), dyn€ obecna (Cucurbita pepo L. cv. Gerber
Zentner) a okurka setd (Cucumis sativus). Tykve a dyné vykazovaly vysokou schopnost
akumulace dibenzofuranii z pidy, okurky pak vyssi schopnost absorpce ze vzduchu [8].

Cilem naSi prace bylo stanovit obranné rostlinné thiolové sloueniny (cystein,
redukovany a oxidovany glutation, a fytochelatin) pomoci vysoce uU¢inné kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci v rostlindch kukufice vystavenych ptlisobeni
riznych koncentraci POPs.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Acetonitril a methanol (HPLC-Cistota) byly ziskdny 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 standardii (koncentrace 100 pg.ml™) byly pfipraveny v ACS vodé (Aldrich,



USA) a uchovany ve tmé pii 4 °C. Pracovni roztoky byly ze zasobniho ptipravovany kazdy
den nové. VSechny roztoky byly pfed HPLC analyzou filtrovany pies teflonovy filtr 0.45 um
(MetaChem, Torrance, CA, USA). Hodnoty pH byly stanoveny pomoci MV870 pH meter
(Praecitronic, Némecko). pH metr byl pravidelné kalibrovan pomoci sady NBS pufri. Voda
byla demineralizovdna pomoci reverzni osmozy na pristrojich Aqua Osmotic 02 (Aqua
Osmotic, Tisnov, Ceska republika) a dale ¢isténa pomoci Millipore RG (Millipore Corp.,
USA, 18 MQ) (pro kultivacni medium).

Kultivace rostlin

V nasich experimentech byla pouzita semena kukutice (Zea mays L.) F1 hybrid Gila.
Semena byla nakli¢ena na vlhkém filtracnim papife ve specialnich nadobach po dobu sedmi
dnt pfi teplot¢ 23 £ 2 °C ve tmé. Po sedmi dnech byla naklicena semena piemisténa do
truhliku s vodou, kde byla kultivovana v kultivaénim boxu pii 23.5 — 25 °C, vlhkosti vzduchu
71 — 78 % a maximélni intenzité svétla okolo 200 pEm™s™ (pfisun svétla 14 hodin/den) po
dobu osmi dnt. Nasledn¢ byla voda v truhlicich nahrazena roztoky CI-PEST o rdzné
koncentraci (0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 a 1 nM). Koncentrace 0 nM slouzila jako kontrola.
Experiment trval ¢trnactdnia 1., 5., 6., 7., 11., 12., 13. a 14. den experimentu byly odebirany
dvé rostliny od kazdé varianty. Po odbéru byly rostliny tfikrat omyty v destilované vodé, a
nasledné byla jedna rozdélena na listy a kofen, pfi¢emz druhd byla pouze vysusena.

Priprava biologickych vzorkii pro stanoveni thiolovych sloucenin

Listy a koteny kukutfice (primérné 0.2 g svézi hmotnosti) byly zmrazeny kapalnym
dusikem z divodu destrukce bun¢k. Zmrazené ¢asti rostlin byly rozetieny v tfeci misce a poté
byly do misky ptidany 2 ml fosfatového pufru o pH 7.0. Vznikly roztok byly homogenizovan
pomoci tfepani na Vortex—2 Genie po 45 min pii 4 °C (Scientific Industries, USA).
Homogenat byl centrifugovan (3 000 g) 30 min pii 4 °C pomoci Universal 32 R centrifugy
(Hettich-Zentrifugen GmbH, Némecko) [9,10]. Supernatant byl filtrovan pfes membranovy
filtr (0.45 pum, Millipore).

Elektrochemické stanoveni ve thiolovych sloucenin

Ziskany supernatant byl analyzovan pomoci vysoce G¢inna kapalinova chromatografie
s elektrochemickou detekci (HPLC- ED). HPLC-ED syst¢tm byl slozen ze dvou
chromatografickych pump Model 582 ESA (ESA Inc., Chelmsford, MA) (pracovni rozsah
0.001-9.999 ml min-1) a chromatografické kolony s reverzni fazi Polaris C18A (150 x 4.6; 3
um velikost ¢astic, Varian Inc., CA, USA) a osmi-kanalového CoulArray elektrochemického
detektoru (Model 5600A, ESA, USA), popiipad¢ reakéni smycky (1 m) pro pritokovou
injekéni analyzu (FIA). Detektor je sloZen z prato¢né analytické komurky (Model 6210, ESA,
USA) obsahujici referentni (hydrogen palddiova), pomocnou a osm poréznich grafitovych
elektrod. V fidicim modulu je uloZena chromatografické kolona, elektrochemicky detektor a
cely prostor je termostatovany.



VYSLEDKY A DISKUZE

Je zndmo, ze rostliny syntetizuji celou skupinu thiolovych sloucenin jako ochranu pied
toxickym piisobenim tézkych kovi (vznik kyslikovych radikalt) [11-13]. Vztah thiolt a
organickych polutantii nebyl jesté podrobnéji studovan. V naSich experimentech byly rostliny
kukufice seté (Zea mays) vystaveny pusobeni 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 a 1 nM smési POPs po dobu
¢trnacti dnit v kultivaéni mistnosti pti teploté 20-25°C pii svételném rezimu 14 h den.
Z jednotlivych kultiva¢nich boxi byly odebirany ve dnu experimentu (1., 5., 6., 7., 11., 12. a
13.) vzdy dvé rostliny. Prvni rostlina byla pouzita pro stanoveni obsahu POPs a druha pro
sledovéani zmény hladiny thiolovych latek.

Prvnim studovanym parametrem vlivu rozdilné koncentrace chlorovanych uhlovodikt
na rostliny kukufice (odrida Gila) byly =zakladni rtstové charakteristiky. V pribéhu
experimentu jsme zjistili, ze POPs velmi intenzivné stimuluji rast kukufice. VSechny rostlinky
dobie rostly, nebyla pozorovdna zadna ristova deprese ani chloréza ¢i jiné piiznaky
zhorSeného stavu rostliny. Rostliny byly robustnéjsi s dobfe vyvinutym kofenovym
systétmem. V piipadé, ze byly rostliny kukufice kultivovany bez pitidavku POPs byla
pozorovana vyraznd rustova deprese, rostliny byly slabé, poléhavé s typickymi ptiznaky
chlorézy. Na konci experimentu byly v porovnani mezi sebou o vice jako 50 % mensi. Tento
zajimavy vysledek ukazuje na vyrazny stimulacni efekt POPs na rostliny kukutice. Vysvétleni
pozorovaného jevu vSak neni snadné. Pravdépodobné dochazi ke zvySeni aktivity fady
enzymu vcetné intenzity fotosyntézy, coz umozni narast biomasy rostlin.

V dalSich experimentech byl studovan obsah Cys, GSH, GSSG a PC, pii jednotlivych
studovanych koncentraci POPs v nadzemnich ¢éastech rostliny a v kotfenech (Obr. 1).
V kotenech byly obsahy jednotlivych thiolli mirn€ zvySené v porovnani s nadzemnimi ¢astmi
rostlin, coz zfejm¢ souvisi s detoxikacnimi procesy, které probihaji pfimo v kofenech.
V prvnich péti dnech dochdzi k narGstu obsahu Cys a GSH, a posléze dochazi k poklesu
obsahu téchto thioli na uroven odpovidajici pfiblizné obsahu kontroly. ZvySenou odpoveéd’
predevsim vyvolavaly aplikované koncentrace POPs od 0.5 do 0.7 nM. U 1 nM POPs byly
pozorovany pomérné nizké obsahy jak Cys tak GSH a navic v dalSich dnech byl obsah Cys a
GSH nizsi nez u kontrolnich rostlin. Dale byl pozorovan vyrazny vzestup hladiny GSSG do 5
dnli experimentu s jeho velmi prudkym propadem kolem 6. az 7. dne a naslednym, jiz
pozvolnym vzestupem. Zmény hladiny GSSG na pocatku experimentu pravdépodobné souvisi
pokles asi znaci intenzivni zapojeni kyslikovych lapact do stresové obrany rostliny, coz mtze
podpofit i nasledny jiz postupny nartist GSSG v dalsim obdobi. Podobny a zajimavy prubéh je
pozorovan i v ptipad¢ PC,, kdy jeho koncentrace nejdiive postupné vzrustd do 12. dne
experimentu. Poté dochazi k mirnému poklesu PC,. U nejnizsich aplikovanych koncentraci
POPs je tento obsah velmi blizky hladiné PC, u kontroly. Obdobné zavislosti byly
pozorovany i v nadzemnich ¢astech rostlin, avSak jednotlivé pozorované zavislosti nebyly tak
strmé a zmény v hladinach byly vyrazné pozvolnéjsi.



Obr. 1 Obsah thiol v kofenech rostlin kukurice vystavenych pusobenim POPs po dobu
Ctrnacti dni, ktery byl analyzovan pomoci HPLC-ED techniky.

Obsah thiolid v koFenech
Cys GSH
-~
Z g
3 2
8 54
- £
D
g g
™ g
M
0 ) 4 6 8 0 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Cas (den) Cas (den)
GSSG PC2
)
2 o~
s :
D L=2
:
£ &
:
=]
. ™
0 2 4 6 8 10 12 14
Cas (den) Cas (den)

Déale jsme se zaméfili na sledovani vlivu POPs na kliceni obilek kukufice. Byly
testovany Ctyfi koncentrace POPs (0.1, 0.3, 0.5 a 1 nM). V prvnim dni experimentu vSechna
semena intenzivné bobtnala, nebyly pozorovany zadné rozdily. Ve druhém dni se objevili
prvni klicky a nejvyssi kli¢ivost (okolo 30 %) byla pozorovana u koncentrace 0.5 nM. Ve
tietim dni experimentu byly pozorovéany klicky jiz u vSech testovanych koncentraci POPs.
V dal$im dni byl pozorovan maximalni vliv na kli¢ivost pfi koncentraci POPs 0.3 nM (88%
klicivost). V patém dni experimentu je dobfe pozorovatelny intenzivni rist klicka
ovlivnénych POPs 0.3 nM v porovnani s kontrolou a dal$imi koncentracemi. V 6. a 7. dni
experimentu je velmi dobfe patrny rozdil mezi kontrolou a klic¢icimi semeny kukufice
v pfitomnosti 0.1 a 0.3 nM POPs. V posledni den byly odebrany jednotlivé obilky kukufice a
z nich ziskany celé klicky. Na jednotlivych kliccich bylo mozné rozlisit ¢ast kofenovou a ¢ast
nadzemni. Po jejich rozdéleni se klicky homogenizovali a analyzovaly pomoci AdTS DPV
Brdickovy reakce. hladina thioli byla zvySena u vSech aplikovanych koncentraci POPs
v porovnani s kontrolou. Navic v kofenové ¢asti byl tento obsah asi o 100-200 % vy$$i nez
v Casti nadzemni. Déle v nadzemni casti byl obsah thiolll vice vyrovnany, pouze aplikovana
koncentrace 0.5 nM zvysila obsah asi 0 40 %. V kotenové Casti byl obsah thiola vice zavisly
na koncentraci aplikovaného POPs. Nejvyssi obsah thiol byl pozorovan u aplikované
koncentrace POPs 0.3 nM. Tato koncentrace také nejvice stimulovala kli¢eni.



ZAVER

Studium vlivu organickych polutanti na organismy je stidle velmi aktualnim
predmétem vyzkumu mnoha védeckych skupin po celém svété. V této praci jsme studovali
vliv smési riznych organickych polutantli na rostliny kukutice. PfedevSim jsme se zaméfili na
rust a obsah thiolovych latek (cysteinu, redukovaného a oxidovaného glutathionu, a
fytochelatinu). Nami dosazené vysledky by mohly v budoucnu poslouzit pii aplikaci tohoto
rostlinného druhu ve fytoremediacnich technologiich. Tyto technologie se zdaji velmi slibné
pii odstrafiovani riznych polutantl z rozmanitych slozek zivotniho prosttedi. Ziskavaji velkou
oblibu diky Setrnosti k prostiedi, které¢ dekontaminuji a zaroven jsou finanén€ nenarocné.
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