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Tézké kovy (TK) maji cytotoxické, mutagenni a karcino-
genni Ucinky. Rozsahlé pudni oblasti a vodni plochy jsou dnes
zasazeny tézkymi kovy, jednd se predevsim o mangan, zinek,
kobalt, olovo a kadmium. Jednou z metod odstrafiovani TK z pady
nebo vody je bioremediace, kdy jsou k pfesunu TK vyuzivany
organismy se schopnosti jejich akumulace. Nezavisle na raznych
pracovistich byly transformovany rostliny tabaku, do nichz byl
vnesen zivociSny nebo mikrobidlni gen pro syntézu proteinu
metalothioneinu (MT), jehoZz hlavni role v organismu je regulace
koncentrace a transport kovu, byla také prokazidna schopnost
tohoto MT vazat TK a detoxikovat volné radikaly. Cilem této prace
bylo stanovit metalothionein v rostlindch transgenniho tabiku
(Nicotiana tabacum) exponovanych pusobeni CdCL,.

Material a metody

V rostlinném experimentu byly pouzity klony His CUP-X
odvozené od Nicotiana tabacum L., var. Wisconsin 38. Klony nesly
polyhistidinovy gen ve fuzi s kvasinkovym metalothioneinem (gen
CUP-X). Ctyfi tydny staré rostliny tabiku TX-His CUP péstované
v agarovém Knopové zivném médiu byly vystaveny 250 pM CdCl,
po dobu 24 hod. Po ukonceni experimentu byly rostliny omyty
v destilované vodeé, osuSeny a rozdéleny na listovou, stonkovou
a kofenovou ¢ast. Vzorky (pramérné 0,2 g svézi hmotnosti) byly
dezintegroviny v tfeci misce pomoci tekutého dusiku a poté
homogenizovany v 1 ml 0,2M fosfiatového pufru o pH 7,2, poté
byly vzorky inkuboviny 30 min pii 99 °C a ndsledné centrifugo-
vany (3 000X g) 30 min pfi 4 °C pomoci Universal 32 R centrifugy
(Hettich-Zentrifugen GmbH, Némecko).

Vysledky a diskuze

Béhem experimentu nebyly u experimentélnich rostlin po-
zorovany piiznaky toxicity Cd. V piipadé stanoveni hmotnosti
nadzemnich a kofenovych ¢asti rostlin nebyl pozorovan vyznam-
ny rozdil mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami vystavenymi
250 pM Cd,". V pfipadé stanoveni nizkomolekularnich thiolovych
sloucenin byl v kofenové ¢asti pozorovan nartst obsahu fyto-
chelatina PC5, PC4, PC3 a PC2. Obsah GSH byl o 10 % snizeny
ve srovndni s kontrolnimi rostlinami. Obsah cysteinu zstal
nezménén. V pfipadé stonkové Casti byl rovnéZ pozorovan
nartst obsahu sledovanych fytochelatind, s vyjimkou PC 3, jehoz
obsah byl v porovnani s kontrolou o 30 % snizeny. Obsah GSH
byl ve stonkové Casti o 50 % nizsi. V piipadé listd byl obsah
fytochelatini mirné zvyseny (7-15 %), kromé PC2, jehoZ obsah
zustal nezménén, stejné jako obsah ostatnich thiolt. Ve vsech
castech rostliny byla pozorovana vyrazna indukce MT. Zmény
byly nejvyraznéjsi ve stonkové ¢asti. Indukce MT byla potvrzena
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rovnéz pomoci vazebné teCkovaci imunoanalyzy. Zmény v obsahu
stanovovanych latek u rostlin tabdku je mozno vysvétlit piisobenim
rostlinnych detoxika¢nich mechanismt. Nejvyraznéjsi zména v ob-
sahu nizkomolekuldrnich thiolovych sloucenin byla pozoroviana
v kofenové ¢asti, v porovnani s mirnou indukei MT. Zaroven byl
stanoven zvySeny obsah GSSG, jakozto indikatoru oxida¢niho

stresu zpusobeného tézkymi kovy. Naopak ve stonkové ¢asti byla
indukce MT nejvyraznéjsi oproti nizsi indukei nizkomolekularnich
thiolovych sloucenin. Nejmensi zmény v indukci thiolovych slou-
Cenin byly pozorovany v listech. To naznacuje, Ze vétsina piijatého
kadmia byla detoxikovina v dolnich ¢astech rostliny. Ve vSech
castech rostlin zmény obsahu nizkomolekuldrnich thiolovych
sloucenin koresponduji se zménami obsahu MT. MT je nejvice
indukovin ve stonkové &asti, z ¢ehoz lze usoudit, ze kadmium je
transportovano z kofenové ¢asti, a Ze k nejvétsi akumulaci tézkého
kovu dochdzi v nadzemni ¢isti rostliny. Z naseho experimentu
vyplyvd, Ze rostliny tabiku exprimuji metalothionein, ktery se
zapojuje do rostlinného systému pro detoxikaci tézkych kovu.
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Environmental pollution by heavy metals is an actual problem. Their
cytotoxic, mutagenic and carcinogenic effects have been discove-
red recently. Phyto or bioremediation are environmental-friendly
methods for metals removal from water and soils. Plant phytoreme-
diation potential is limited by their tolerance to heavy metals, other
benefits are metal accumulation in shoots and production of high
amount of biomass. To increase the binding capacity of heavy metals
transgenic plants expressing a fusion protein combining CUPI gene
encoding yeast metallothionein and gene for polyhistidine tag from
commercial plasmid pTrc-HisA (HisCUP), which was transformed
via A. tumefaciens into tobacco plants. The aim of this article was
to determine metallothionein content in transgenic tobacco plants
exposed to 250 pM CdCl,. A marked MT induction was found in the
whole plant, especially in stem. Change in MT content corresponded
to change of low-molecular thiol compounds. The obtained results
indicate that MT is in experimental plants induced by heavy metal
and it is involved in plant detoxication mechanisms.
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