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Problém znedcisténi Zivotniho prostiedi je stile vice diskutova-
nou otizkou celého svéta, mimo jiné€ i v souvislosti s rozli¢nymi
piirodnimi katastrofami. Mira zneciSténi zcela jisté souvisi
s technologickym pokrokem, ktery probéhl v 19. a 20. stoleti. Ten
mél za ndsledek obrovskou a nikym nekontrolovanou produkci
cizorodych latek a sloucenin, se kterymi si zivé organismy ne-
jsou schopny poradit pfirozenymi prostiedky. Mezi znamé
a vyznamné polutanty patii napiiklad polychlorované bifenyly,
razné ropné produkty a v neposledni fadé tézké kovy, prede-
v§im toxické t&€Zké kovy (olovo, rtut, arzen, chrom, kadmium
atd.) (1-4). Ionty toxickych tézkych kovu maji negativni vliv na
Zivé organismy na vSech potravnich drovnich (5-16).

Z hlediska ochrany zivotniho prostiedi je dulezité najit vhod-
ny nastroj k co nejefektivnéjsimu odstranéni toxickych kovua ze
znecisténych oblasti. Pfitom je nutné brit ohled na zdkladni
piirodni rdz krajiny a pfirozené rostlinné a zivocisné biotopy
v ni zijici. V soucasné dobé¢ existuji metody, které dokazi efek-
tivné odstranit polutanty, ale jsou bud neSetrné k zivotnimu
prostfedi nebo ekonomicky nevyhodné. Napfiklad odtéZeni
nékolika tun zasazené zeminy a jeji ndsledné spileni ve spalov-
né je z hlediska ochrany Zivotniho prostiedi nejhorsim scéna-
fem, se kterym se muZeme setkat. A navic je tento proces velmi
finan¢né ndro¢ny. Objevit vhodnou a vSeobecné uznavanou
metodu ¢i postup pro Setrnéjsi zpusob sanace znecisténého pro-
stiedi je velmi obtiznou zilezitosti. Jak se zd4, vhodnou meto-
dou by mohla byt napf. fytoremediace (17-20).

Obr. 1. A—chemicka struktura cysteinu a redukovaného glutathionu; B — fotografie

rostlin exponovanych Pb-EDTA v 5. dni experimentu

Fytoremediace je druh napravné technologie, kterd vyuziva
schopnosti vybranych zelenych rostlin absorbovat polutanty
ruzného druhu (organické i anorganické) a ty dale ukladat ¢i
degradovat ve svych pletivech. Polutanty jsou rostlinou pieve-
deny na formy, které uz nejsou schopny vstupovat do Zivotniho
prostiedi. Obecné feceno, aby rostliny mohly pfeZit nepiiznivé
obdobi, musely si vyvinout obranné mechanismy (21-23).
V piipadé rostlin vystavenych pusobeni tézkych kovu je cestou
jejich ochrany predevsim syntéza thiolt (24). Thioly jsou latky
obsahujici ve své molekule jednu nebo vice sulfhydrylovych
skupin (20), pomoci nichZ na sebe vizi toxické kovy, kdy do-
chazi k nahrazeni vodiku piislusnym kovem (obr. 1.).

Vsechny rostlinné druhy ovsem nejsou vhodné pro fytore-
mediaci, protoze nedokazi prezit v pfitomnosti vysokych kon-
centraci toxickych sloucenin. Rostliny vhodné pro fytoremediace
by mély byt dobrymi fytostabilizitory (schopné pevné vyvazat
slou¢eninu do téla rostliny) a hyperakumulatory (mohou do své-
ho téla absorbovat v kritké dobé pomérné velké mnoZzstvi kovu,
aniz by jim kov extrémné kodiD). Patfi mezi né hoicice, slunecnice,
ryze a kifdlatka. Tuto schopnost jim pravdépodobné umoznuje
prave zvysena syntéza latek obsahujici thiolovou skupinu. Vhod-
ny hyperakumulator by mél byt ale také schopen vyprodukovat
pomérné velké mnozstvi biomasy. Uklddani toxickych kovl by
meélo byt nejefektivnéjsi v nadzemni ¢asti rostliny, ktera je snadno
odstranitelnd a mtze se dile G¢inné zlikvidovat napf. ve spalovné
bez moznosti dalstho tniku kovu do ovzdusi (21-23).

V nasem experimentu byly vystaveny dvou-
tydenni rostliny fepy cukrovky vlivu olovnatych
iont ve formé komplexu s EDTA. Byl sledo-
van vliv téchto ionti na zdkladni biologické
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ukazatele a na mnozstvi thiolt detekovanych
pomoci vysoce ucinné kapalinové chromato-
grafie s elektrochemickou detekci.

| Material a metody
|‘I Chemikalie

| Vsechny pouzité chemikilie, pokud neni
uvedeno jinak, byly ziskiny od firmy Sigma
Aldrich (Sigma-Aldrich, USA) a byly ACS dis-
toty. Standardni roztoky byly pfipraveny roz-
pusténim chemikalie v ACS vodé (Sigma-Ald-
rich, USA) a uchovaviny pii —20 °C. Pracovni
roztoky byly kazdy den nafedény ze standard-
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nich roztokt ACS vodou. Vsechny roztoky pred
HPLC analyzou byly filtroviny pomoci disko-
vych nylonovych filtra s velikosti péra 0,45 pm

Obr. 2. HPLC-ED chromatogram vzorku kofene fepy cukrovky exponované 100uM
Pb-EDTA ve druhém dni experimentu — mobilni faze byla 80 mM TFA, apli-
kovany potencial byl 900 mV

(Millipore, USA). Hodnota pH byla méfena na

pfistroji WTW inoLab Level 3 s fdicim modu- Signal (uA)

lem Level 3 (Weilheim, Némecko) a kontrolo- 4

vana na osobnim pocitaci programem Multi-
Lab Pilot (Weilheim, Némecko). pH elektroda

Cys

(SenTix-H, pH 0 - 14/3 mol/dm®> KCD byla 3
pravidelné kalibrovana pomoci WIW pufrt

(Weilheim, Némecko).

Kultivace rostlin

Semena cukrovky, odridy Roseta, byla

vlozena do misky s perlitem a dva tydny klicila 1
v kultivaénim boxu (Sanyo, Japon- sko) ve tmé

GSH

pii teploté 20 °C a vlhkosti 60 %. Nakli¢ené
rostliny byly umistény jednotlivé do zkuma-
vek s 25 ml Zivnhého roztoku podle RichTe-
rA (25). Takto pfipravené rostliny byly vloze-
ny do kultiva¢niho boxu a tyden kultivovany
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pfi rezimu 14 hodin svétlo s intenzitou 8 000

luxtl, teplota 25 °C a vlhkost 60 - 70 %. ReZim

noci trval 10 hodin a teplota klesla na 20 °C. Po uplynuti kulti-
vacni doby byly rostliny omyty a zivny roztok vyménén za roz-
toky Pb-EDTA o koncentracich 0, 100 a 1000 pM. Nasledny
experiment trval 6 dnt za stejnych podminek jako pfedchozi
kultivace. Rostliny byly odebirdny v 0., 2. a 5. dni experimentu
(obr. 1B). Nasledné byly omyty v destilované vodé, 0,5M rozto-
ku EDTA, opét v destilované vodé a rozdéleny na podzemni
a nadzemni C¢ast. Takto upravené byly pfipraveny k dalsi-
mu zpracovani.

Priprava vzorku pro analyzu thiolt

Listy a kofeny fepy (pramérné 0,2 g svézi hmotnosti) byly
zmrazeny kapalnym dusikem z dtvodu destrukce bunék. Zmra-
Zené Casti rostlin byly rozetfeny v tfeci misce a poté byly do
misky pfidany 2 ml fosfatového pufru o pH 7,0. Vznikly roztok
byl homogenizovin pomoci tfepdni na Vortex-2 Genie (Scienti-
fic Industries, USA) po 45 min pii 4 °C. Homogenat byl centrifu-
govan (3 000 g) 30 min pii 4 °C pomoci centrifugy Univer-
sal 32 R (Hettich-Zentrifugen GmbH, Némecko).

Vysoce ucinna kapalinovd chromatografie s elektroche-
mickou detekci

Piistroj vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci (HPLC-ED) byl sloZen ze dvou chro-
matografickych cerpadel Model 582 ESA (ESA Inc., Chelmsford,
Massachusetts, USA) (pracovni rozsah 0,001 - 9,999 ml/min),
chromatografické kolony s reverzni fizi Polaris C18A (Varian
Inc., California, USA) (150 X 4,6; 3 um velikost Castic) a dvanacti-
kanalového CoulArray elektrochemického detektoru (Model
5600A, ESA, USA). Detektor je sloZen z dvanacti pruto¢nych
analytickych komurek (Model 6210, ESA, USA) obsahujici refe-
rentni (hydrogen palddiovd), pomocnou a porézni grafitovou
elektrodu. V fidicim modulu je uloZena chromatografickd kolo-
na a elektrochemicky detektor. Prostor byl termostatovan na
30 °C. Jednotlivé vzorky byly injektovany autosamplerem (Mo-
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del 542, ESA, USA) pii teploté 4 °C. Injektovany objem byl 50 ul.

Detailn€jsi popis experimentdlni aparatury je uveden v pracich
(26, 27).

Vysledky a diskuse

Rostliny syntetizuji celou skupinu thiolovych sloucenin jako
ochranu pfed pusobenim toxickych kovu. Zjistili jsme, Ze velice
selektivni metodou pro stanoveni elektroaktivnich thioll je vy-
soce ucinna kapalinovd chromatografie s elektrochemickou de-
tekci (HPLC-ED) (26, 27). Kapalinova chromatografie umozni
rychle separovat jednotlivé thioly, které jsou nidsledné pomoci
elektrochemického detektoru selektivné a senzitivné stanoveny.

V nasi pfedchozi praci jsme pomoci elektrochemickych tech-
nik zjistili, Ze rostliny kukufice (Zea mays) vystavené pusobeni
kademnatych iontd transportovaly zna¢né mnozstvi kovu do
nejstarsich listovych pater, jeZ postupem ¢asu odpadavaji (28).
A zaroven tyto rostliny produkovaly az o stovky procent vice
obrannych thiolovych litek s kontrolou.
V predkladané prici jsme vyuzili optimalizovanou techniku
HPLC-ED pro analyzu Cisti rostlin fepy vystavenych pasobeni
Pb-EDTA. U rostlin fepy byly sledovany zmény obsahu cystei-
nu (Cys) a redukovaného glutathionu (GSH), jak je ukdzano na
obr. 2. Aminokyselina cystein je biologicky velmi vyznamnou lat-
kou. Nejprve jsme sledovali zmény obsahu Cys v nadzemni
i podzemni ¢asti rostlin. Obsah Cys se v kofenech v 0. a 2. dni
experimentu prakticky nezménil (zvySeni obsahu asi o 1 %). Mezi
2.2 5. dnem doslo k narustu obsahu Cys o 8 % u rostlin vystave-
nych koncentraci 100 uM Pb-EDTA a témér o 90 % u koncentrace
1 000 uM Pb-EDTA v porovnani s kontrolou. V listech se procen-
tudlni obsah Cys ve 2. dni u koncentrace 100 uM EDTA zvétsil asi
0 50 % a u koncentrace 1 000 pM Pb-EDTA byl nartst asi jen
0 5 %. Zvyseni obsahu Cys v jednotlivych ¢astech rostlinného téla
je pravdépodobné zplisoben zna¢nymi naroky organismu na syn-
tézu thiold, vycerpanim pfirozenych zasob a nutnosti syntézy
dalsich molekul Cys (obr. 3.).

v porovnani
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Obr. 3. A - zmény procentudlniho obsahu cysteinu (Cys) v kofenové &asti rostliny exponované 0, 100 a 1 000 uM Pb-EDTA; B — pro-
centudlni obsah Cys v nadzemni casti (list) rostliny; C — procentualni obsah glutathionu (GSH) v kofenové &asti rostliny; D — procen-

tudini obsah GSH v nadzemni &&sti rostliny
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Redukovany GSH se v zavislosti na dni expozice v kofenech
fepy zvySoval s rostouci koncentraci aplikovaného chelatu olova.
Nejvetsi ndrGst byl u rostlin vystavenych pasobeni 1 000 uM Pb-
EDTA. V nadzemni Cdsti se obsah GSH nejvice zvysil u rostlin ex-
ponovanych 100 UM, a to asi o 75 %. Tato koncentrace je pro rost-
linu jedt¢ stimulujici, a zrychluje jeji metabolismus. Koncentrace
1 000 uM Pb-EDTA v 5. dni experimentu zpiisobuje u obou stano-
vovanych thiolt obsazenych v nadzemni ¢asti vyraznou inhibici
jejich mnozstvi, coz pravdépodobné souvisi s celkovym stavem
rostlin (obr. 3.). Rostliny byly jiz celkové vycerpané a jejich obran-
né mechanismy byly pravdépodobné velmi poskozené. Pomoci
specidlnich fyzikilnich technik (spektrometrie laserem indukova-
ného plazmatu — LIBS) (29-31) jsme dale zjistili, Ze mnoZstvi olova
v listech fepy bylo v jeho rtznych ¢astech piiblizné rovhomérné.

Zaveér

HPLC-ED analyza cysteinu (Cys) a redukovaného glutathio-
nu (GSH) ukazala na vyrazné zmény mnozstvi thiolt v kofenové

118

a nadzemni Casti rostlin fepy cukrovky exponovanych olovna-
tymi ionty. Rostliny byly schopny pii experimentu pfeZit expo-
zici znacné koncentrace toxického kovu (Pb). Vyssi koncentra-
ce a také dlouha doba expozice pak ovliviiuji fyziologické funkce
rostliny i jeji samotny vzhled (celkovid ochablost rostlin, rastova
deprese jak kofenové, tak nadzemni ¢asti).

Podékovani: Prdce byla podporovdna grantovymi projekty: GACR
522/07/0692, INCHEMBIOL MSMT 0021622412, MSM 0021630508
a MSM 0021622411.

Souhrn

Byl studovin vliv cheldtu olovnatych iontt (0, 100 a 1 000 uM) na
obsah cysteinu a glutathionu u rostlin fepy cukrovky. Mnozstvi cys-
teinu i glutathionu v kofenech nejdiive nartstalo velmi pozvolna,
pficemz od druhého dne doslo k strmému nartstu. Proti tomu
v listech dochdzelo k ndrGstu obou sledovanych thiolt postupné
v zévislosti na dobé expozice Pb-EDTA.
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Stejskal K., Diopan V., Adam V., Zehnalek J., Trnkova L.,
Havel L., Galiova M., Malina R., Novotny K., Kaiser J., Ki-
zek R.: Study of effects of lead ions on sugar beet

In the present paper the changes of cysteine and glutathione con-
tent at sugar beet plants treated with lead chelate (0, 100 and
1 000 pM) were determined. The content of cysteine and glutathio-
ne in roots increased gradually at the beginning of the treatment,
whereas sharp increase in the content of both thiols was observed
from the second day of the treatment. On the other hand the con-
tent of the thiols in leaves enhanced with dose of the lead ions and
time of the treatment proportionally.

Keywords: lead, sugar beet, protective mechanisms of plants, thiols, high
performance liquid chromatography with electrochemical detection.
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