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Studium obsahu fytochelatinu v rostlinach Inu setého
(Linum usitatissimum L.)
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Toxickeé tézké kovy jsou zdstupci xenobiotik se schopnosti
nejen napomadhat tvorbé reaktivnich kyslikatych ¢astic (ROS)
oxidujici bunécné kompartmenty a dlezité intracelularni pro-
teiny a DNA, ale také naruSovat homeostizu esencidlnich kovl
a nahrazovat je v aktivnich mistech enzymu, ktery tim ztrici svoji
funkci. Rostlinné i zivocisné bunky maji fadu mechanismu, které
je ochranuji pfed negativnim vlivem tézkych kovu. Spole¢nym
mechanismem pro obé skupiny je syntéza redukovaného gluta-
thionu (y-Glu-Cys-Gly, GSH) a ¢innost glutathion-askorbdtového
cyklu. V této praci byl studovin obsah nékterych fytochelatina
(PO) v rostlindch Inu setého (Linum usitatissimum L.).

Material a metody

Rostlinny materidl: Len kultivaru AGT952 od firmy Agritek byl
péstovin 12 dni s 16hodinovou fotoperiodou na mediu Murashige
and Skoog od firmy Sigma-Aldrich s pfidanym kadmiem ve formé
CdCL. Rostliny byly vystaveny tuc¢inkiim kadmia o rdznych koncent-
racich (50, 250, a 500 pM) a byly dile homogenizoviany mechanicky
a ultrazvukem v prostiedi 0,2 M fosfitovém pufru o pH 7,2.

Chromatografickd analyza: HPLC-ED systém byl sloZen
ze dvou chromatografickych pump a chromatografické kolony
s reverzni fazi Zorbax eclipse AAA C18 (150 x 4,6; velikost ¢astic
3,5 pm, Agilent Technologies, USA). Vzorek (20 pl) byl injektovan
automaticky pomoci autosampleru, ktery mel v sobé zabudovin
i termostatovany prostor pro kolonu. Kolona byla termostatovana
na 30 °C. Pritok mobilni fize byl 1 ml.min™. Mobilni fize se
skladala z A: kyseliny trifluorooctové (80 mM) a B: 100% Met-OH.

Vysledky a diskuze

Pomoci nami vyvinuté chromatografické metody s elek-
trochemickou detekei se ndm podafilo studovat obsah thiolo-
vych latek v rostlinich Inu. Svou pozornost jsme zaméfili na
skupinu fytochelatina, konkrétné pak na PC,, PC;, PC, a PCs
a na redukovanou a oxidovanou formu glutathionu. Vliv narts-
tajici koncentrace kadmia byl dobfe pozorovatelny na poméru
GSH a GSSG. Z chromatografického zdznamu tif vzorku Inu,

ze kterych kazdy byl kultivovin pfi jiné koncentraci kadmia, je
patrné, Ze se koncentrace GSSG na ukor GSH zvysuje. Soucas-
né jsme zaznamenali i zvySeni koncentrace vSech studovanych
fytochelatinti se zvysujici se koncentraci aplikovaného kadmia.
Zajimavym byl nartst koncentrace PCs, jehoZz syntéza je pro
bunky nejvice energeticky ndroc¢na, a tudiz ve stresové reakci
méné preferovand. Nejvyssi narust koncentrace PC; a PCs byl
pozorovan pii nejvyssi aplikované koncentraci kadmia oproti PC,.
Vzhledem k pfedpokladu, ze PC; a vyssi fytochelatiny mohou
vznikat dimerizaci niz8ich fytochelatint, pfedevsim PC,, mizeme
tento trend spojit s tvorbou vyssich fytochelatint na Gkor PC,. Tato
prace ukazuje, Ze metoda HPLC-ED, kterou jsme vyvinuli, je velmi
vhodni pro Gcely analyzy obsahu thiolovych latek jak v geneticky
modifikovanych rostlindch Inu, tak i v jinych typech matrice.
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In this study, we employed our optimized method of high performan-
ce liquid chromatography with electrochemical detection (HPLC-ED)
to study the content of thiols. These are glutathions (reduced (GSH)
and oxidized (GSSG) glutathione), which ratio is used as a marker
of oxidative stress, and phytochelatins PC,, PC;, PC; and PCs, which
are very important for the protection of plant cells against adverse
effects of heavy metals. Thiols content was studied in flax plants
treated with various concentrations of cadmium(II) ions. Using our
method, we were able to identify and quantify the levels of thiols,
which varied depending on the applied dose of cadmium.
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