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Moznosti histochemické a mikroskopické detekce
meédi v rostlinnych pletivech
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Rada analytickych postupt, véetné fluorescenéni mikroskopie,
predstavuje vhodny nastroj pro studium celé fady procest a bu-
nécnych struktur, zejména pifi pouziti specifickych fluorescencnich
barviv. Ukazuje se, Ze fluorescencni mikroskopie je vhodna i pro
studium anatomie rostlin, kdy se vyuZzivd schopnosti biopolymera
(lignin, kutin, suberin) a nékterych sekundarnich metabolit
emitovat zafeni. Méd predstavuje esencidlni mikroelement po-
tiebny k udrzeni fady fyziologickych procesu. Je soucdsti enzymu
prenasejicich elektrony (plastocyanin, cytochromoxiddza), oxidaz
a peroxidiz, jejichz ¢innost je nezbytna pro lignifikaci bunécnych
stén, resp. pro biosyntézu ligninu, a participuje rovnéz v dusikatém
metabolismu. Cilem prace bylo vyuziti vlastnosti médi interagovat
s komponenty buné¢nych stén a diky niaslednym zméniam v jejich
autofluorescenci detekovat jeji lokalizaci.

Material a metody

Experimentdlni rostliny: Pro histochemickou a mikroskopic-
kou detekci médnatych iontt v rostlinnych pletivech byly vybrany
jednoleté vétvicky — stonky smrku pichlavého — Picea pungens
Engelm. (Pinaceae) o délce 10 cm. Ty byly nasledné kultivovany
v roztocich obsahujicich médnaté ionty v koncentracich 0; 0,5; 1;
5; 10 a 20 mM. Pro pfipravu roztoku byl pouzit chlorid médnaty.

Vysledky a diskuse

Kultivace segmenti stonkt smrku v roztocich obsahujici
meédnaté ionty vedla jiz po 48 hodinidch k jejich vertikdlnimu
a horizontdlnimu transportu stonkovym segmentem a k ukladani
zejména v elementech vodivych pletiv. Patrny byl jejich transport
dfevnim radidlnim parenchymem a lykovym parenchymem az
do pletiv primdrni kary, které predstavuji pletivo plnici zikladni
metabolické funkce. U nejvyssich koncentraci byla patrna depozice
iontt médi i ve vlastnich vodivych elementech xylému, tedy trache-
idach. Tracheidy jako sklerenchymaticka vlakna s lignifikovanymi
bunécnymi sténami obsahuji vysoky podil polymeru ligninu,
ktery se vyznacuje piitomnosti ¢etnych volnych hydroxylovych
skupin. Je tedy patrné, Ze dochdzi k interakcim mezi témito
skupinami a volnymi médnatymi ionty, coz znaci, Zze bunécné
stény mohou slouzit vedle vakuol jako misto kompartmentace
ionta tézkych kovl. Po tomto zjisténi byla jako metoda detekce
meédnatych iont zvolena fluorescenéni mikroskopie. Nasledujici
experiment vychdzel z pfedpokladu, Ze pokud dochizi k vazbé
volnych médnatych iont na komponenty bunécnych stén, méni
se tim i jejich autofluorescence. Ukladani médi vede k vyraz-
nym zméndm autofluorescence vSech anatomickych struktur,
zejména pak systému pletiv vodivych, a tyto zmény odpovidaji
lokalizaci médi detekované pomoci difenylkarbazidu. V nizkych
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koncentracich jsou patrné zmény v autofluorescenci radidlniho
dfevniho parenchymu, se zvySujici se koncentraci aplikovanych
médnatych iontt dochizi i ke zménam autofluorescence vlastnich
vodivych elementq, tracheid. Tyto vysledky potvrzuji mozné vyuZziti
fluorescen¢ni mikroskopie v detekci nejen iontd médi, ale i iont
dalsich téZzkych kovu, a jejich in situ lokalizaci v jednotlivych ana-
tomickych strukturach, coz umoznuje predikci jejich vertikdlniho
i horizontalniho transportu. Pro potvrzeni detekovanych zmén byly
kultivovany kritké stonkové segmenty piimo v roztoku médnatych
iont (20 mM) a byly podrobeny mikroskopické studii. Vysledky
potvrdily predpoklad vazby médi na komponenty bunécnych stén,
zejména xylémovych vodivych element. Na zakladé ziskanych
vysledku lze predikovat transport médnatych iontt stonkovymi
segmenty. Ty jsou transportovany jak vertikalné prostfednictvim
vodivych elementl xylému, tak i horizontalné piitomnym dfev-
nim radidlnim parenchymem, ale také i parenchymem lykovym.
Transport horizontdlni ukazuje transport médnatych iont( az do
zakladniho pletiva primarni kary, zejména do okoli pryskyfi¢nych
kanalka. V parenchymu primarni kiry mohou byt deponovany
a dile detoxikovany, napf. prostiednictvim peptidi a nizkomo-
lekularnich proteina. Ve vyssich aplikovanych koncentracich je
zfejmé, Ze dochazi k interakcim médnatych iontd s bunécnymi
sténami vlastnich tracheid, a ty tedy pfedstavuji dalsi misto depo-
zice a kompartmentace médnatych ionta.
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In this study, an utilization of methods of fluorescence microscopy
for detection of heavy metals is demonstrated. Ions of copper(Il)
were chosen, especially with respect to their phytotoxicity. Results
show significant changes in autofluorescence of plant tissues with
increasing copper(ID) ions concentration, which make their in situ
localization as well as prediction of their transport possible.
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